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 
“I often say that when you can measure what you 
are speaking about, and express it in numbers, 
you know something about it; but when you 
cannot measure it, when you cannot express it in 
numbers, your knowledge is of a meagre and 
unsatisfactory kind; it may be the beginning of 
knowledge, but you have scarcely in your 
thoughts advanced to the state of Science, 
whatever the matter may be.” 
 
William Thompson  
Lord Kelvin  
1883 
 
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Resumen 
Dentro de las políticas de desarrollo que se gestan actualmente en todo el mundo existe una esfera creciente 
que apoya y promueve el establecimiento de garantías de trazabilidad en los alimentos, su calidad e inocuidad 
y el respeto por el medio ambiente. La presencia de compuestos tóxicos en los alimentos es una preocupación 
que crece en todo el mundo. La inocuidad alimentaria ha venido cobrando mayor importancia en años 
recientes, debido principalmente a la apertura de mercados que obligan al cumplimiento de normas de 
protección al consumidor local en la importación y de los socios comerciales para la exportación. Sin embargo, 
la perspectiva de crecimiento del mercado nacional se ve seriamente limitada si no se cuenta con una 
inspección efectiva de estos productos, pues el control empleando análisis de laboratorio hace parte de los 
crecientes enfoques estratégicos de las políticas gubernamentales que actúan como una barrera con 
consecuencias trascendentales como la detención y el rechazo de los cargamentos. Por esta razón, las 
metodologías desarrolladas en este estudio se consolidan como una herramienta valiosa para apoyar las 
políticas de comercio y el control bajo la exigente normativa actual. 
Para desarrollar las metodologías se escogieron las frutas tropicales de exportación y los cereales de consumo 
interno pues suponen grandes oportunidades comerciales para el país como productos claves en la política 
nacional. Las técnicas desarrolladas fueron orientadas hacia la determinación de plaguicidas al límite 
regulatorio ya que evaluar estos niveles es un requisito para la comercialización de dichos productos. Se 
aprovechó al máximo la capacidad y versatilidad de las técnicas instrumentales de inyección, separación y 
detección para alcanzar una sensibilidad acorde con el propósito del marco normativo. Adicionalmente se 
evaluó una limpieza mejorada con adsorbentes y se implementó una herramienta novedosa para lograr 
mantener el desempeño instrumental empleando una configuración de inversión de flujo. Como valor 
agregado se empleó la adición de compuestos que aumentan la señal de los analitos más sensibles al llamado 
efecto matriz, con lo cual se logró mejorar apreciablemente la calidad de las señales obtenidas en los extractos. 
A través de la validación de las metodologías se logró reunir suficiente evidencia para demostrar que con una 
preparación, procesamiento y almacenamiento adecuado de los ítems de ensayo los procedimientos de análisis 
tienen un buen desempeño en términos de eficiencia, especificidad/selectividad, respuesta lineal, robustez y 
determinación de la concentración con exactitud y precisión. Asimismo se verificó la metodología empleando 
muestras reales con lo cual se puede decir que si un analista entrenado ejecuta el procedimiento operacional 
estándar que se deriva de este trabajo, es posible demostrar la competencia en el análisis de residuos de los 
plaguicidas dentro del alcance de la metodología en cualquiera de las matrices involucradas en el estudio. 
Palabras clave: Cromatografía de gases, espectrometría de masas, QuEChERS, frutas, cereales. 
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Abstract 
Among the political agenda on international development, some initiatives taking place at the heart of the 
states include a growing consumer protection policy that is engaged with the current issues agriculture and 
food security faces. Nowadays, this perspective is on the rise and affects the stock market by demanding rules 
and cooperation between trading countries. This frame is of critical importance, since supports and promotes 
the establishment of guarantees on traceability in food quality and safety and for the respect of the 
environment. The presence of toxic compounds in food is a growing concern worldwide. Food safety has been 
gaining significance in recent years, mainly due to the opening of new markets that require checking 
compliance for local consumer protection in the import of foodstuff as well as for trading partners in its 
exportation. However, the prospect of domestic market growth is severely limited if there is no effective 
inspection of these products. The control of pesticide levels by using laboratory tests is part of a growing 
strategy to comply the government regulations where the detection of infringements leads to ban the producer 
from marketing the products with consequences such as detention and refusal of shipments. Therefore, the 
methodologies developed in this study were found as a valuable tool to support studies related to the 
assessment of pesticides levels and so could help control bodies applying the current trade regulations. 
Before agricultures can start trading, they must first ensure its produce is free of contaminants to the extent 
regulations call for. To develop methodologies useful to demonstrate no harm to consumers according the law, 
some tropical fruits for exportation and grains for domestic consumption were chosen as target matrices since 
they represent great opportunities for the country as key products in national politics. The techniques 
developed were oriented towards determining the regulatory limit of pesticides since evaluating these levels 
is a requirement here and there. Regarding the power and versatility of instrumental techniques such as large 
volume injection, chromatographic separation and detection, full advantage was taken to achieve the level of 
sensitivity consistent with the purpose of the regulatory framework. An improved cleaning was evaluated 
making use of different adsorbents and a novel tool was implemented in order to procure good instrumental 
performance using a reverse flow configuration. The addition of compounds that increase the signal of the 
most sensitive analytes on the principles of the so-called matrix effect brought a remarkable benefit on 
performance, since the quality of the signals obtained in extracts was substantially improved. 
Through the validation of the methods, enough evidence was gathered to show that with proper preparation, 
processing and storage of the test items, procedures of analysis perform well in terms of efficiency, 
specificity/selectivity, linear response, robustness and the concentration can be accurately and precisely 
determined. The methodologies also were verified using real samples, which let thus certainly show that if a 
trained analyst runs the standard operating procedure derived from this work, it is possible to demonstrate 
competence in the analysis of pesticide residues within the scope of the methodology in any of the matrices 
involved in the study. 
Keywords: Gas chromatography, mass spectrometry, QuEChERS, fruits, cereals, analyte protectants. 
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2 Análisis de residuos de plaguicidas en frutas colombianas de exportación y cereales 
 
1.1. Introducción 
 
 
La vigilancia de los residuos de plaguicidas1 en frutas y hortalizas ha sido un tema de suma 
importancia para las entidades gubernamentales y de control. Por ejemplo, los esfuerzos 
adelantados por el Laboratorio de Análisis de Residuos de Plaguicidas (LARP) de la 
Universidad Nacional de Colombia sede Bogotá se han reflejado en la acreditación de 
calidad para sus metodologías debido al gran impacto de sus resultados sobre la sociedad y 
el comercio. Es así como a través de una investigación dedicada durante la última década, 
el LARP ha concentrado sus recursos en la estructuración de un portafolio completo para la 
determinación de plaguicidas en diversas frutas y hortalizas. Con el paso del tiempo la 
tendencia en este tipo de laboratorios se ha centrado en la implementación de métodos 
multiresiduo (MMRs) con el objetivo de poder identificar y cuantificar tantos analitos como 
sea posible en el mismo análisis con el fin de asegurar la inocuidad química en vez 
desarrollar métodos particulares que sólo son útiles para determinar un analito. De hecho, al 
rededor del año 2005 el compromiso del laboratorio se focalizó en el adelanto de estudios 
para adaptar los métodos de vanguardia hacia opciones económicas para países en vía de 
desarrollo que cuentan con recursos limitados. Dichos estudios contaron con el apoyo y la 
colaboración constante del Organismo Internacional de Energía Atómica (OIEA), 
concretados en la publicación de documentos guía [1] y por supuesto en la disponibilidad 
de equipos especializados. De esta manera el equipo del LARP, con el apoyo de esta agencia 
internacional, logró realizar estos adelantos con metodologías basadas en la extracción con 
acetato de etilo (AcOEt) para el análisis de productos con alto valor en el mercado como la 
miel, la gulupa, la granadilla y el maracuyá, impulsando así su comercialización fuera del 
país. 
En términos generales, las frutas y hortalizas pertenecen al grupo de productos con mejores 
oportunidades de exportación en el marco del Tratado de Libre Comercio (TLC) [2] suscrito 
en el 2005 por los ex presidentes de Colombia y Estados Unidos. A pesar de los esfuerzos 
de ambas partes, este tratado sólo pudo ser aprobado después de 6 años debido a problemas 
sociales internos que tuvieron lugar en Colombia. Finalmente, solo hasta el 12 de octubre 
de 2011 el congreso estadounidense aprobó el TLC, edificando así el camino hacia el libre 
intercambio con el mercado más grande del mundo, lo cual supone un reto para Colombia. 
Teniendo en cuenta que las frutas tropicales aún tienen un mercado muy limitado en el 
exterior, para los agricultores es motivante poder vender sus productos y de ese modo 
                                                 
 
1 Sustancias presentes en alimentos y piensos que son resultado del uso agrícola de los plaguicidas, incluyendo derivados 
con importancia toxicológica que provengan de fuentes conocidas o desconocidas [219]. 
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contribuir con el desarrollo agrícola del país. Del mismo modo se ha evidenciado un 
crecimiento de la participación de Colombia en el mercado de la Unión Europea (UE), 
puesto que el comercio de bienes y servicios y la inversión directa en los socios corporativos 
de Latinoamérica y el Caribe (LAC) es cada vez mayor. Por ejemplo, las estadísticas del 
2000 acerca de las importaciones de la UE revelaron que el segundo producto de 
importación para la UE desde la Comunidad Andina (CAN) - Bolivia, Colombia, Ecuador, 
Perú y Venezuela- fueron las frutas y hortalizas (12,4% del total) superado solamente por el 
petróleo[3]. Tiempo después el papel de nuestro país se destacó a tal punto que en el 2007 
la UE importó de Colombia cerca del 5,3% del total de frutas y hortalizas (Figura 1)[4], muy 
cerca de las cantidades importadas de productores bien conocidos como Suráfrica (5,7%) y 
Brasil (6,2%).  
Figura 1. Socios de la UE para las importaciones de productos agrícolas en 2007. 
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1.1.1 Frutas tropicales 
En los últimos años, el mercado internacional de frutas ha significado un buen cambio para 
el sector económico y social. Dichas transformaciones tienen que ver con cambios en la 
dinámica de los consumidores y sus tendencias, lo cual ha llevado a la diversificación de 
este mercado. Estas modificaciones han promovido la aparición de grandes oportunidades 
para los productores. El aumento en el consumo de frutas y sobretodo de la participación de 
las frutas tropicales y exóticas en el mercado del mundo obedece a la apreciación social y 
científica creciente de sus propiedades nutricionales. Este es un hecho de suma conveniencia 
para nuestra región pues nos representa una circunstancia económicamente favorable pues 
contamos con un alto potencial productivo. La Tabla 1 presenta cómo las exportaciones 
mundiales de frutas frescas y procesadas han aumentado a través del tiempo. 
Tabla  1. Exportaciones de frutas frescas y procesadas (millones de USD) [5]. 
Categoría 1961 1971 1981 1991 2001 
Frutas frescas 1401 2464 8166 16881 21622 
Jugo de fruta 64 224 1041 2720 4508 
Conservas 318 606 2026 3756 4476 
Nueces y deshidratados 232 332 1482 1889 2146 
Total 2015 3626 12715 25246 32752 
El enorme consumo de frutas frescas observado ha provocado una demanda cada vez mayor 
de dichos alimentos, en especial de parte de clientes estratégicos. Por ejemplo, el mercado 
de frutas se mostró en el 2005 como sigue: Estados Unidos con 18.700 millones de USD, 
Europa con 15.400 millones de USD y Japón con 11.100 millones de USD. En la Figura 2 
se muestran los países a los que se destinan frutas colombianas de exportación, es posible 
observar que los países europeos cuentan con mayor participación que los americanos. Las 
últimas políticas gubernamentales como las que se incluyen en el marco del Consejo 
Nacional de Política Económica y Social (CONPES 3527, [6]) promueven fuertemente la 
capacidad competitiva del sector agrícola hacia un progreso sostenible e incluye productos 
alimenticios (p.e. las frutas tropicales o exóticas) dentro de las estrategias para la apertura 
de mercados y el aseguramiento de su permanencia. La calidad del producto en fresco tiene 
una importancia altísima ya que son la base para la producción de fruta procesada y otros 
productos. En un campo con oportunidades, con competencia y tratados comerciales 
estratégicos, Colombia ha aprovechado esta creciente demanda para el sector frutícola en 
mercados muy atractivos y exigentes como el europeo [7]. Algunos países como Costa Rica 
con la piña, Brasil con el jugo de naranja y Chile con varias frutas han sido capaces de 
incorporar sus productos exitosamente en el mercado y por consiguiente ganar entradas 
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importantes para cada nación. La participación de estos países con sus productos en las 
finanzas internacionales se muestra en la Tabla 2. 
Figura 2. Destino de las frutas colombianas. (a) Exportaciones en 2005 incluyendo plátano y banano.                                
(b) Exportaciones en 2007 únicamente de frutas exóticas. 
 
 
Tabla 2. Casos latinoamericanos exitosos en la exportación de frutas 
País Producto Participación en 2000 (%) 
México 
Mangos frescos 28,4 
Aguacate 22,2 
Argentina Limones y limas 13,0 
Chile 
Manzanas 7,8 
Uvas 19,9 
Brasil Jugo de Naranja 75,1 
Perú Mangos frescos 5,9 
Costa Rica Piña 29,3 
Todos estos modelos de producción comparten algunas características que aseguran una 
demanda estable y en aumento. Por ejemplo, la inversión pública para reforzar el motor 
productivo o la diversificación al nivel de parcelas son factores que podrían ayudar en 
condiciones propias de un mercado volátil. Otras posibilidades importantes son: los 
contratos para mantener control sobre el riesgo a futuro, el control con entidades que deseen 
financiar proyectos relacionados y la promoción de políticas de cero aranceles o de 
estabilidad macroeconómica. Finalmente, la consolidación de una marca país puede ser útil 
para poder ofrecer productos con sello de calidad de “denominación de origen”. Sin duda 
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alguna, éste es un punto clave que han situado exitosamente a países latinoamericanos como 
por ejemplo, las manzanas y peras chilenas o el café colombiano. Afortunadamente 
Colombia es un país privilegiado con una gran biodiversidad además de ser poseedor de una 
rica oferta de recursos naturales y diversidad de frutas y hortalizas entre otros. En el caso de 
Colombia se está lejos de ser únicamente representado por la exportación de café, puesto 
que el clima de altura es el responsable de que nuestro país posea diferentes productos 
disponibles durante todo el año. La Figura 3 muestra la dinámica de exportaciones de 
Colombia y cómo en su mayoría son las frutas exóticas las que tienen la más alta 
participación. 
Figura 3. Evolución de las exportaciones de frutas frescas (USD). 
 
1.1.2 Cereales 
 
En cuanto a la producción mundial de cereales, la Figura 4 muestra una proyección de la 
dinámica de producción, demanda y reservas de cereales a nivel mundial a partir de datos 
históricos [8]. Sin embargo, existen factores como las alteraciones en las prácticas 
productivas y la inclemencia del clima que se han consolidado como duros retos para esta 
industria. Un ejemplo de ello son las condiciones climáticas que cerca al año 2010 
impusieron una marcada disminución en la producción del grano, sobre todo en países como 
Rusia, uno de los principales exportadores. Sin embargo, no todos los cereales se han 
afectado negativamente por las condiciones adversas. El caso del arroz (Figura 5), por 
ejemplo, es un producto que gracias a la apertura de mercados mundiales alcanzó picos de 
precio y producción que lo destacan frente a los granos más tranzados a nivel mundial.  
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Figura 4. Proyección mundial de la dinámica mercantil de cereales. 
 
 
Figura 5. Proyección del mercado. a) Precio nominal de cereales (USD/Ton), b) Producción 
mundial de arroz. 
 
 
El arroz paddy se destaca entre otros cultivos tropicales de importancia mundial como las 
frutas y hortalizas, las pasturas y los cultivos destinados a la producción de fibras (algodón, 
yute, etc.) [9]. Según la Figura 5, el arroz se posiciona como un grano con una gran dinámica 
comercial y productiva que a futuro podría entregar mayores dividendos para los arroceros 
colombianos y que de acuerdo con la Política Nacional de Seguridad Alimentaria y 
Nutricional (CONPES 113), se constituye como uno de los cereales que hace parte de la 
canasta básica alimentaria en Colombia junto al trigo, la cebada y la avena.  
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Los registros más recientes de la FAO2 se encuentran en la Tabla 3 y demuestran que la 
tendencia en la producción mundial posiciona al maíz como la cosecha más importante con 
cerca del 35% del total de los cereales seguido por el arroz paddy y el trigo con el 28% y 
27%, respectivamente. Por el contrario, se observa otra tendencia en Colombia, donde el 
maíz ocupa el segundo lugar con un 38% de la producción nacional, mientras que el arroz 
paddy tiene un porcentaje mayoritario del 59% y sin duda supone un papel principal en el 
sector manteniendo una producción que va en aumento de acuerdo con el comercio mundial.  
Adicionalmente, teniendo en cuenta el fuerte crecimiento agrícola que el país ha presentado 
durante la última década mostrado en la Figura 6 [11], se proyecta un gran crecimiento 
positivo en el sector arrocero para los próximos años ya que con los resultados obtenidos el 
país ha logrado concretar políticas agropecuarias encaminadas a la selección de tierras 
designadas para el cultivo especializado, como lo son las grandes extensiones de diferentes 
regiones del país destinadas a la producción de arroz. Por ejemplo la región central 
(departamentos del Huila y el Tolima) se ha consolidado como el mayor productor de grano 
con un 44% del total del país  [12]. 
Figura 6. Comportamiento de la producción agrícola nacional. Fuente CONPES 113. 
 
                                                 
 
2 Food and Agriculture Organization 
Tabla 3. Comparación del mercado de producción de cereales del año 2010 (Ton) [10]. 
Cereales Mundial Colombia 
Cebada 123477192 12980 
Maíz 844405181 1536290 
Avena 19600935 4000 
Arroz paddy 672015587 2412220 
Sorgo 55654523 98964 
Trigo 650881002 15780 
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Así pues, si se quiere aprovechar de lleno las oportunidades en el mercado de unos de los 
principales productos de interés para el país como lo son las frutas tropicales y los cereales, 
no es suficiente gozar de una enorme variedad de recursos naturales, estar localizados en 
una esquina geográfica estratégica o que exista una gran demanda. También es necesario 
promover el desarrollo del sector agrícola por medio de la identificación de productos 
exportables, aumentar y mejorar los mercados, asegurar una explotación sustentable y de 
alta calidad, tener capacidad de asociación regional, trabajar en gancho con la cadena 
productiva como también apostar por la innovación y el valor agregado. Por fortuna, las 
últimas políticas del gobierno son agudas, estratégicas y bien fundamentadas hacia la 
búsqueda del éxito financiero del país. Ejemplos de ello son el Plan Frutícola Nacional 
(PFN), una herramienta táctica que el Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural (MADR) 
ha adoptado con el objeto de alcanzar dichos resultados, además de los esfuerzos del gremio 
(Asohofrucol) que le apuestan a estimular la producción frutícola en varias regiones del país 
[13] junto con el fuerte apoyo que actualmente reciben los agricultores majagualeños por 
parte de la Corporación Colombiana de Investigación Agropecuaria (Corpoica) en alianza 
con el MADR y la entidad estatal “Colombia Humanitaria” basados en la promoción del 
cultivo de arroz mediante entrega de cerca de 84 toneladas de semillas de alta calidad [14]. 
Estos estímulos no son nuevos y se remontan al año 2006 cuando el MADR estableció 
políticas macroeconómicas que pueden ser resumidas en los siguientes puntos: vínculos con 
pequeños productores, promoción de la inversión privada, la apertura de mercados y la 
investigación tecnológica con el objetivo de desarrollar prácticas de control para reducir la 
presencia de residuos de plaguicidas. En dicho documento se considera explícitamente la 
necesidad de cooperación entre institutos de investigación, universidades y el gobierno [5].  
El mercadeo estratégico seguramente permitirá el posicionamiento de las frutas colombianas 
en mercados externos como alimentos sanos, amigables con el ambiente, conformes con los 
estándares de calidad y las regulaciones. La consolidación de una oferta estable, constante 
y de alta calidad que responda a las necesidades del consumidor final es un estímulo para 
esta cadena de producción. No obstante, debido a que la presencia de plaguicidas en los 
alimentos podría representar riesgos para los consumidores, para Colombia es importante 
vigilar los niveles de residuos de plaguicidas en los productos alimenticios lo cual todavía 
supone un reto para el país. 
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1.2 Objetivos 
 
1.2.1 Objetivo general 
 
Este estudio tiene como fin desarrollar y validar una metodología para la determinación de 
residuos de plaguicidas en cereales y en frutas tropicales colombianas de mayor atractivo 
para el mercado mundial. 
 
1.2.2 Objetivos específicos 
 
 Establecer una metodología para analizar residuos de plaguicidas en cereales y frutas 
tropicales empleando el método QuEChERS y cromatografía de gases acoplada a 
espectrometría de masas con el fin de proveer una herramienta para determinar los 
niveles de concentración de plaguicidas seleccionados en dichos productos de alto 
valor agregado en el mercado internacional. 
 
 Evaluar la viabilidad de la implementación de la adición compuestos químicos antes 
del análisis instrumental de los métodos seleccionados con el fin de aumentar la 
sensibilidad del equipo a los plaguicidas más difíciles de determinar a baja 
concentración. 
 
 Desarrollar y validar estas técnicas de acuerdo a una metodología cuantitativa de 
análisis que permita evaluar conformidad en los productos con respecto al límite 
máximo de residuos.  
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1.2.3 Productos de investigación  
 
 Un Procedimiento Operativo Estándar para la determinación de residuos de 
plaguicidas en frutas tropicales usando el método QuEChERS y cromatografía de 
gases acoplada a espectrometría de masas con cuadrupolo sencillo.  
 
 Un Procedimiento Operativo Estándar para la determinación de residuos de 
plaguicidas en cereales usando el método QuEChERS y cromatografía de gases 
acoplada a espectrometría de masas con cuadrupolo sencillo. 
 
 Al menos un artículo científico en una revista de reconocimiento internacional que 
refleje los resultados obtenidos. 
 
 
 
 
 
 
 2. Implicaciones Prácticas 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
14 Análisis de residuos de plaguicidas en frutas colombianas de exportación y cereales 
 
  
Implicaciones Prácticas 15 
 
2.1 Justificación de la Investigación 
 
Las frutas colombianos de exportación se definen como las que tienen una demanda por 
debajo de la que tiene el banano (fruta de exportación principal), pero que presentan una alta 
dinámica en el mercado. Los productos de reciente introducción en el mercado ofrecen 
fuertes y atractivas oportunidades de negocio por el alto potencial de demanda internacional 
[15]. La Figura 7 destaca a la uchuva, el bananito o banano bocadillo, la granadilla, la pitaya 
y el tomate de árbol como frutas exquisitas vendidas fuera del país.  
Desde luego estas frutas parecen promisorias como productos representativos de las frutas 
tropicales exóticas, las cuales serán a futuro reconocidas internacionalmente como 
productos colombianos tales como el café o el banano. La diversificación del negocio, que 
estaba limitado al comercio de algunos productos manufacturados en el ámbito regional y 
de Estados Unidos, recae en los diferentes destinos a los que llegan nuestras frutas tropicales. 
De acuerdo a las cifras reportadas por Legiscomex.com [16], en el 2008 Colombia fue el 
primer productor de uchuva seguido de lejos por Suráfrica el cual produce una variedad 
menos dulce y colorida, lo cual la hace menos atractiva que la variedad colombiana. La 
Tabla 4 muestra las entradas para Colombia en el año pasado por concepto de exportaciones 
de frutas exóticas [17].  
Figura 7. Mercados que mostraron preferencia por frutas tropicales colombianas en el 2007:       
a) uchuva, b) tomate de árbol, c) bananito d) pitaya y e) granadilla. 
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La priorización 
de la capacidad 
productiva del país es muy importante dentro de las metas propuestas por el PFN. Esta 
priorización tiene que ver con la especialización de microrregiones para la producción de la 
oferta de frutas. La Figura 8 muestra como el MADR priorizó algunas regiones en las cuales 
se brindará soporte para su explotación en el futuro. Como resultado de este estudio, la 
uchuva, el bananito, el tomate de árbol, la pitaya y la granadilla fueron clasificadas para 
vocación exportadora. 
Figura 8. Departamentos priorizados para cultivos de exportación en el marco de la “Apuesta 
Exportadora” y los municipios con mayor participación. a) Uchuva, b) Tomate de árbol, c) 
bananito, d) pitaya y granadilla [18]. 
 
                                                 
 
3 Precio en puerto de carga convenido. Acrónimo inglés (Free On Board). 
Tabla 4.Exportación de frutas exóticas colombianas en el 2010. 
Códigos de 
exportación 
Descripción USD FOB3 
0810.90.50.00 Uchuva 22.161.513,16 
0803.00.13.00 Bananito 5.193.048,02 
0810.90.40.00 Pitaya 1.613.713,57 
0810.90.30.00 Tomate de árbol 1.208.625,29 
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Tomando en cuenta el crecimiento de la población, los productores de todo el mundo han 
tenido que abastecer la demanda cada vez más exigente del sector agropecuario en general. 
De acuerdo con esto, durante las últimas décadas en Colombia se ha incrementado el uso de 
agroquímicos para controlar diversos tipos de plagas, y, como lo muestra la Figura 9 los 
últimos registros del ICA4 ponen de manifiesto el aumento consistente en la importación de 
formulaciones comerciales de plaguicidas para suplir las necesidades de un sector agrícola 
en desarrollo que incrementa continuamente su demanda. No obstante estas prácticas ya no 
son recomendables pues su presencia produce efectos negativos en la salud y el ambiente 
[19] y desde hace décadas se conocen las consecuencias de su uso indiscriminado. En 
general, la contaminación química es menos evidente que los riesgos microbiológicos pero 
puede ser responsable de enfermedades a largo plazo [20], por tanto se hace necesario 
establecer políticas de calidad e inocuidad para alimentos frescos y procesados como medida 
de prevención; lamentablemente muy pocos países siguen estas recomendaciones. Por 
ejemplo, sólo los países pertenecientes a la OECD5 han registrado un menor consumo de 
este tipo de agroquímicos al seguir lineamientos de sostenibilidad ambiental [21]. Por esta 
razón, los entes de control nacionales e internacionales permanecen alerta ante al mal uso 
de los plaguicidas, puesto que los hallazgos frecuentes de residuos de estos compuestos en 
productos de consumo ponen a prueba la verdadera implementación de las BPA6 en cultivos 
de diferentes regiones. 
Figura 9. Evolución consolidada de importaciones de plaguicidas (2008-2010). Tomado de [22]  
 
                                                 
 
4 Instituto Nacional Agropecuario 
5 Organisation for Economic Co-operation and Development. 
6 Buenas Prácticas Agrícolas. 
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Desde 1991 se ha venido estudiando una tecnología de producción en cultivos de arroz en 
china [23] llamada tecnología de alta productividad o HYT (High Yield Technology, por sus 
siglas en inglés), la cual está relacionada con la incorporación de biofertilizantes y 
bioestimulantes en el cultivo. Esta novedosa tecnología se ha implementado recientemente 
en el campo colombiano obteniéndose excelentes resultados. La apuesta de los agricultores 
arroceros por un mayor rendimiento en la cosecha ha traído beneficios que se pueden 
resumir en un aumento desde el 15% al 40% en la producción [24].  
Actualmente los productores de arroz son conscientes de diversos factores con un riesgo 
potencial sobre el desarrollo de su actividad de producción agrícola. Entre ellos se puede 
considerar que uno de los más importantes es el estado del clima, ya que puede afectar 
drásticamente a este cultivo si se presentan tanto inundaciones como sequias. Por ejemplo, 
desde el 2010, el país se ha visto seriamente afectado por inundaciones que han sido 
resultado del fenómeno de la niña[25], [26] y que han ocasionado alertas fitosanitarias que 
afectan directamente la producción de los agricultores y dejan pérdidas multimillonarias 
para los inversionistas. Asimismo, la frecuencia de ocurrencia de las sequias se han venido 
incrementando a tal punto que su impacto muchas veces limita significativamente la 
producción [27], principalmente en los modos de cultivo que emplean terrenos inundables 
para obtener una lámina de agua durante temporadas prolongadas.  
A pesar de esto, uno de los mecanismos más efectivo para proteger el cultivo de arroz y 
hacer de éste un negocio rentable consiste en el uso de semillas certificadas para asegurar la 
resistencia a pestes y enfermedades [28]. Su comercio y distribución son políticas 
establecidas por parte de las agremiaciones de productores arroceros, sin embargo estas 
actividades están sujetas a la regulación constante por parte de organismos de control, como 
el ICA, que es el responsable de la incautación de semillas sin los documentos que 
demuestren su calidad. Por ejemplo, en el mes de Julio de 2009 se presentó un caso 
oportunamente controlado en el que traficantes pretendían enviar a la región LAC un 
cargamento con alrededor de dos mil toneladas de semillas de arroz paddy ilegales. Este 
caso demuestra la importancia que tiene para el país que este sector cuente con materiales 
de la más alta calidad con el fin de reducir al máximo la aplicación de agroquímicos y la 
aparición de emergencias fitosanitarias.  
Dentro de los riesgos biológicos más importantes que afectan al arroz, los parásitos y las 
enfermedades reducen significativamente la productividad. Adicionalmente, las malezas 
compiten por luz, agua y nutrientes durante el cultivo lo que conlleva frecuentemente a 
grandes pérdidas económicas. Se estima que estas pérdidas alcancen valores entre el 18% y 
el 22% del costo de producción [29]. Por lo tanto, se requieren estrategias fundamentalmente 
biológicas en el manejo integrado del cultivo para mitigar el riesgo de contaminación 
química. Respecto a estas prácticas más amigables con el ambiente, algunos agricultores 
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emplean hongos como Metarrhizium anisopliae y Trichoderma spp. y, específicamente, 
para controlar los insectos parásitos como son el barrenador (Diatraea saccharallis) y la 
sogata (Tagosodes orizicolus) los agricultores hacen uso de Trichogramma exiguum y 
Haplogonatopus hernandezae, respectivamente [30]. 
Así mismo, según la federación Nacional de Arroceros (Fedearroz)7, se ha registrado un 
crecimiento significativo en el portafolio de agroquímicos para el control de plagas en el 
cultivo de arroz. De acuerdo a un reporte de la Cámara de Comercio, hasta la fecha hay cerca 
de 30 registros de productos que son producidos a nivel local entre insecticidas, fungicidas 
y herbicidas, su distribución se muestra en la Figura 10. 
Figura 10. Control químico de plagas ofrecido en Colombia por Fedearroz. 
 
 
El portafolio de agroquímicos les ha permitido a los agricultores poder obtener un producido 
de alta calidad a precios altamente competitivos lo cual ha llevado a una reducción 
importante en los costos de producción a través del tiempo. Así pues, los principales 
plaguicidas empleados en el cultivo de arroz pueden alcanzar dosis de productos técnicos 
que van desde 0,3 hasta 8 L, y 15 g a 25 kg para productos líquidos y sólidos 
respectivamente. Adicionalmente, los últimos datos de producción y comercio de 
plaguicidas publicados por el ICA [31] han mostrado que son principalmente dos las 
compañías que producen plaguicidas destinados a este cultivo, lo cual suma casi el 6% de la 
producción total de plaguicidas en el territorio Colombiano y además que esto constituye un 
8,6% de las ventas totales de estos agroquímicos en el país.  
                                                 
 
7 Organización más importante del país que agremia a los productores de arroz. 
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Figura 11. Porcentaje del total del registro nacional del mercado de plaguicidas para uso en 
cultivos de arroz (1970-2005). 
 
 
La Figura 11 muestra un registro de las ventas de plaguicidas destinados al uso en el cultivo 
de arroz. Entre los productos más destacados, el glifosato, el 2,4-D y el propanil tienen una 
participación mayoritaria en los registros de ventas. Los beneficios otorgados por el uso de 
este tipo de plaguicidas relacionados a la protección del cultivo son diversos a pesar de la 
tendencia en la reducción del control químico en la agricultura. Estos productos han 
demostrado ser altamente efectivos y consistentes durante el tiempo y son ejemplo del 
continuo aumento en el consumo de plaguicidas por parte de este sector productivo a pesar 
de saber que esto implica una fuente potencial de contaminación y riesgo para la salud del 
consumidor.  
En los últimos años se ha implementado el desarrollo de análisis multiresiduo capaces de 
determinar desde 100 hasta 300 plaguicidas simultáneamente (LS-MRM8) [32]. El 
incremento en el número de contaminantes que se puedan determinar en un mismo análisis 
aun es un desafío para las técnicas contemporáneas debido a que los requisitos de detección 
                                                 
 
8 Large Scale Multiresidue Methods, por sus siglas en inglés 
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para estos métodos son bastante exigentes. Es así como la Decisión de la Comisión europea 
1999/50/EC9 [33] estipuló que el límite máximo de residuos (LMR – “Concentración 
máxima permitida en un alimento por entidades de control nacional o internacional” [34]), 
debe ser en su mayoría del orden de los µg.kg-1 . Lamentablemente, sólo por medio de 
instrumentos altamente especializados es posible realizar estas determinaciones sin 
comprometer la calidad de los resultados. En las técnicas actuales para el análisis de residuos 
de plaguicidas se requiere el uso de espectrometría de masas (EM) [35] dado su alto grado 
de especificidad y selectividad permitiendo así la determinación a concentraciones cada vez 
más bajas.  
 
2.2 A la vanguardia en métodos multiresiduo 
 
El primero de los MMRs que estuvo disponible para el análisis e identificación de 
plaguicidas estuvo basado en Cromatografía de Papel (CP) [36] aunque luego se lograron 
aislar y determinar diferentes tipos de plaguicidas en alimentos empleando separaciones más 
rápidas y eficientes empleando Cromatografía en Capa Fina (CCF) [37], a tal punto que la 
entonces Comisión para la Química de Plaguicidas de la IUPAC10 llegó a considerarla en 
esa época como la técnica para la determinación y cuantificación de los tipos de plaguicidas 
más importantes [38]. Tiempo después, algunos investigadores desarrollaron métodos de 
extracción y limpieza para la determinación en matrices de diferentes orígenes [39–42] al 
contar con instrumentación más eficiente y automatizada (p.e CG y CL), pluralizando los 
métodos de extracción, limpieza y determinación selectiva de compuestos. Con ello, los 
MMRs se diversificaron generando un conjunto de técnicas modulares basadas en 
características particulares del ensayo como la matriz y los analitos que fueron unificados 
en protocolos y guías de ensayo que fueron adoptadas por entes estatales y laboratorios de 
investigación como el Pesticide Analytical Manual (PAM) [43] y el método S19 del DFG11 
[44]. En 1987, Roos et. al. [45] publicó un método basado en la extracción con AcOEt y el 
secado con Na2SO4. Este método fue adaptado posteriormente por la autoridad sueca de 
alimentos NAFAS12 empleando un paso de limpieza por Cromatografía de Permeación con 
Gel (CPG), que lo convirtió en uno de los métodos más ampliamente usados al mantener 
buenos resultados, un bajo costo de operación y emplear solventes menos tóxicos. Aunque 
                                                 
 
9 European Commission. 
10 International Union of Pure and Applied Chemistry. 
11 Deutsche Forschungsgemeinschaft 
12 National Food Administration of Sweden. 
22 Análisis de residuos de plaguicidas en frutas colombianas de exportación y cereales 
 
su uso se popularizó bastante, en realidad este método no es muy eficiente y los análisis 
toman mucho tiempo en realizarse. Con base en esto, algunos investigadores [46] optaron 
por emplear mejores alternativas, específicamente usando la Extracción en Fase Sólida 
(EFS), sin embargo sus esfuerzos resultaron en una reducción marcada del alcance de los 
MMRs al poderse analizar solamente pequeñas familias de compuestos.  
Los avances tecnológicos impulsaron así la idea de mejorar la limpieza de los extractos 
empleando la gran diversidad de adsorbentes disponibles en el mercado, así fue como Barker 
et.al. [47] reunió las características de los métodos clásicos en un único paso. El método se 
llamó Dispersión de Matriz en Fase Sólida (DMFS) [48–50] y consistió en un mecanismo 
simultáneo que incluía homogenización, extracción exhaustiva, fraccionamiento y 
purificación de la muestra lo que posibilitó obtener extractos listos para el análisis 
instrumental. En 1992, Kadenczki [51] demostró su aplicabilidad en una gran variedad de 
frutas y hortalizas empleando un método rápido y económico en términos de cantidad de 
solventes y de muestra, sin embargo la porción analítica requerida se redujo a cantidades tan 
pequeñas que no permitían asegurar el tratamiento de una muestra representativa. En la 
actualidad existen diferentes metodologías aún en desarrollo que incluyen [52]: Extracción 
con Fluidos Supercríticos (EFSC) la cual es más selectiva al ajustar cuidadosamente sus 
parámetros pero permanece como una de las más costosas, Extracción con Líquidos 
Presurizados o Extracción Acelerada con Solventes (ELP/EAS) dónde la cinética de la 
extracción se mejora con la variación de estos temperatura y la presión, la Extracción 
Asistida por Microondas (MAE) y además la Microextracción en Fase Sólida (MFS) para 
analitos volátiles. Adicionalmente, los últimos adelantos como el uso de Polímeros de 
Impresión Molecular (PIM) brindan ventajas no sólo como método de limpieza [53], [54] 
sino como plantillas para monitoreo ambiental o sensores biomiméticos [55] debido a su 
altísimo grado de selectividad. Sin embargo, a pesar de las ventajas de cada uno los métodos 
anteriormente mencionados, estas técnicas comparten dificultades como la optimización 
rigurosa y el enfoque altamente especializado producto de ella, lo cual disminuye sus 
probabilidades de uso como MMRs en laboratorios de rutina. 
Por otro lado, en 2003 Anasstassiades y Lehotay [56] continuando con la búsqueda de una 
alternativa sencilla y eficiente publicaron los primeros avances relativos a un método que 
empleaba una extracción simple con acetonitrilo (ACN) y una partición simultánea con sales 
anhidras seguida por una limpieza empleando adsorbentes comúnmente usados en EFS a 
través de una versión “dispersiva” (d-EFS). El método demostró ser rápido, fácil, 
económico, robusto y seguro, así que fue denominado método “QuEChERS” QuEChERS13. 
A través de la última década este método ha tenido algunas modificaciones[57–66] para 
                                                 
 
13 Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe. por sus siglas en inglés. 
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asegurar un buen desempeño en diferentes aplicaciones aunque continúa siendo 
sustancialmente el mismo desde su publicación. 
Vale la pena notar que la tendencia actual de los MMRs está dirigida hacia procedimientos 
de extracción y limpieza cada vez más genéricos y menos selectivos[67]. 
Independientemente del grado de selectividad que se tenga en la extracción o en la detección, 
el uso de un sólo análisis no puede emplearse para “confirmar” un resultado. Por lo tanto, 
es de suma importancia la confirmación de la presencia de un plaguicida en una muestra que 
en primera instancia resulta positiva. Con relación a lo anterior, a lo largo del tiempo se han  
desarrollado diferentes estrategias para ejecutar dicha confirmación dentro de las cuales una 
muy popular fue la confirmación con “columna”. Este método consistía en realizar el mismo 
análisis pero empleando una columna con selectividad distinta, sin embargo el valor de dicha 
confirmación es limitado [68] ya que tiene un grado de selectividad bajo. 
Como se muestra en la Figura 12, este tipo de confirmación no es independiente, ya que 
ambas técnicas se basan en los mismos mecanismos fisicoquímicos y es necesario emplear 
técnicas ortogonales (independientes) para la confirmación. Por ejemplo, Bakain y 
colaboradores [69] demostraron que al cambiar la selectividad en sistemas de cromatografía 
líquida (CL) empleando buffers, el coeficiente de correlación puede usarse para evaluar el 
grado de ortogonalidad de los sistemas cromatográficos. En conclusión, se hace necesario 
el uso de un criterio verdaderamente independiente como el cromatográfico y el 
espectrométrico que si puede permitir una identificación y confirmación fiables como 
requisito en el desarrollo de técnicas contemporáneas. 
 
Figura 12. Comparación del tiempo de retención relativo (vs. paratión) para el análisis de plaguicidas por CG. 
Columnas y programas de temperatura diferentes. A) Comparación de fases estacionarias DB-1 and DB-5 con 263 
plaguicidas; y, B) Comparación de fases estacionarias DB-5 and DB-1701 con 315 plaguicidas. Fuente: [68]. 
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La identificación es un prerrequisito antes de reportar cualquier resultado cuantitativo, sin 
embargo, si no se emplea detección altamente selectiva o si se usa instrumentación incapaz 
de separar las interferencias isobáricas se podría promover la aparición de falsos negativos 
que podrían conllevar a la omisión de riesgos potencialmente peligrosos para los 
consumidores. Adicionalmente, estas tendencias modernas se suman a la necesidad de que 
las soluciones analíticas deban ser cada vez más integrales, lo cual impulsa actualmente la 
posibilidad de identificar y confirmar más compuestos en menos tiempo. En ese sentido, se 
podría lograr una adecuada identificación de los analitos siempre que las técnicas de análisis 
sean capaces de brindar información estructural que cumpla con ciertos criterios de 
aceptación. Entre dichos criterios se cuenta por ejemplo, con el sistema de puntuación de la 
decisión de la Comisión de la UE 2002/657/EC como también con varios parámetros 
alternativos muy importantes que han sido propuestos en varias ocasiones por algunos 
investigadores, (p.e.: presencia del ión molecular, uso de alta resolución, masa exacta y 
análisis de abundancia isotópica entre otros) [68], [70]. Sin embargo, si se tiene en cuenta 
esta tendencia en relación con la evolución de los MMRs, el estar a la vanguardia hacia 
métodos aún más sencillos y rápidos requiere definitivamente una gran inversión en 
instrumentación. En Colombia esto podría lograrse con la implementación de políticas para 
promover la investigación en instituciones educativas y en centros de investigación y 
desarrollo tecnológico, a través del apoyo financiero [71] para la adquisición de equipos de 
investigación robustos14 que permitan alcanzar y mantener una selectividad adecuada al 
innovar en estos métodos al mismo tiempo que se mantiene el nivel de confianza del análisis. 
Poder asegurar la inocuidad química de los alimentos es una política [72] y una prioridad a 
nivel mundial La inocuidad o food safety está incluida en la definición de Seguridad 
Alimentaria de la FAO: Food security exists when all people, at all times, have physical and 
economic access to sufficient, safe and nutritious food to meet their dietary needs and food 
preferences for an active and healthy life y por lo tanto las actividades de los investigadores 
vienen encaminadas a optar por metodologías que exigen el más alto desempeño en el 
análisis instrumental. Estas estrategias implican principalmente el uso de la detección con 
EM como su herramienta fundamental para implementar nuevos métodos obteniendo 
certeza y resultados de calidad. 
  
                                                 
 
14 Los equipos robustos son aquellos cuyo costo supera los USD$ 100.000 de investigación [71] 
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2.3 Validación de métodos cuantitativos 
 
La validación de metodologías analíticas es un requisito ante las instituciones de regulación 
en el marco de guías oficiales como las BPL15 y los estándares de calidad ISO16 17025. La 
norma ISO 17025 es el estándar de calidad más importante en laboratorios de química 
analítica [73]. El propósito de esta normatividad es construir un campo armonizado que 
facilite el intercambio de información y refuerce la confiabilidad de los resultados por medio 
de la validación, verificando así si el desempeño es adecuado para la necesidad en particular. 
La validación fija los rangos o los parámetros entre los cuales se puede considerar que el 
método se desempeña como se espera, además, su seguimiento ayuda a verificar dichos 
valores a través del Control de Calidad analítico de rutina (CC) [74]. Según la Eurachem17 
los métodos y los equipos deben probarse para asegurar que son adecuados para el propósito 
para el que fueron desarrollados [75]. Los esfuerzos para el cumplimiento de los requisitos 
juegan un papel muy importante en los laboratorios acreditados bajo la norma ISO 17025. 
Uno de los beneficios más destacables de la validación es que ésta permite que el analista 
pueda entregar evidencia justificada y demostrable de que los resultados son confiables y 
reproducibles a cierto nivel de confianza. La extensión de la validación depende, en gran 
medida, del contexto en el que se encuentre inscrito el método pues por ejemplo la PAHO18 
considera unas u otras características de despeño a validar en la industria farmacéutica 
dependiendo de distintos objetivos como: (a) la determinación de identidad de la materia 
prima o producto terminado, (b) la determinación de sus impurezas, (c) cuantificación de 
activos o (d) la evaluación de otras características de las formas farmacéuticas acabadas. 
Especialmente la determinación de componentes minoritarios (niveles traza) constituye un 
caso particular de la aplicación de la química analítica lo cual se evidencia plenamente en el 
análisis de residuos. Así pues, la extensión de la validación puede variar siempre y cuando 
se garantice una caracterización completa del desempeño según los lineamientos propios del 
campo de aplicación (inocuidad alimentaria).  
El procedimiento de validación que se llevará a cabo está basado en las recomendaciones de 
la máxima autoridad sanitaria en Europa19. Dichas recomendaciones están consignadas en 
el documento vigente del comité DG SANCO20 referente al análisis de residuos de 
plaguicidas en alimentos y piensos (SANCO/12495/2011 [76]) y la aplicación en este 
trabajo de investigación se describirá brevemente a continuación. Se asume que antes del 
                                                 
 
15 Buenas Prácticas de Laboratorio. 
16 International Organization for Standardization 
17 Antigua WELAC Western European Laboratory Accreditation Cooperation 
18 Pan American Health Organization. 
19 No confundir con la autoridad europea encargada  European Food Safety Authority (EFSA). 
20 Dirección General de Sanidad y de los Consumidores de la Comunidad Europea. 
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procedimiento de validación, el método se ha optimizado y las condiciones de trabajo se 
controlan adecuadamente. Después de la selección de los analitos y las matrices 
representativas, los aspectos a evaluar serán: Especificidad/selectividad, linealidad, 
exactitud, precisión, límites de cuantificación (LOQ) y efecto matriz (EfM). En este punto 
vale la pena precisar algunos de estos términos. Por ejemplo, la selectividad se refiere al 
“grado en que un método puede ser usado para determinar un analito en particular en una 
mezcla sin interferencia de componentes con un comportamiento similar” [77] y es usada 
frecuentemente para caracterizar la separación cromatográfica, ésta difiere de la 
especificidad en que solo evalúa el desempeño en la detección [78], sin embargo aquí ambas 
se usan indistintamente pues los detectores de EM dan respuestas tanto selectivas como 
específicas a diferencia del detector ECD que a pesar de ser selectivo no es específico [76]. 
Por otro lado, la precisión se puede caracterizar por medio de la repetibilidad y la 
reproducibilidad intralaboratorio dando una idea de la consistencia entre los resultados con 
el tiempo. La exactitud se estima por medio del porcentaje de recuperación, mientras que la 
determinación del sesgo no aplica puesto que en este tipo de estudios no se cuenta con 
materiales de referencia certificados en la matriz de análisis. La comisión SANCO sugiere 
en su documento guía que al llevar a cabo la validación todas las características de 
desempeño deben estar en los rangos establecidos en la Tabla 5. 
Tabla 5. Parámetros de validación y criterios. 
Parámetro Vía de evaluación Criterio 
Linealidad A través de la curva de calibración 
Residuales  
< +/- 20% 
Efecto matriz 
Comparación de la curva de calibración en solvente y la curva de 
calibración en matriz 
- 
LOQ 
Nivel más bajo al cual se pude demostrar que 
LMR 
se alcanzan criterios de exactitud y precisión del LOQ 
Selectividad Respuesta en blanco de reactivos y muestras control <30% del LOQ 
Exactitud Determinar la recuperación promedio de niveles fortificados 70-120% 
Precisión (RSDr) Determinar la repetibilidad RSDr de niveles fortificados  20% 
Precisión (RSDR) 
Determinar la reproducibilidad  
(p.e. intralaboratorio) 
20% 
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2.4 Metodología 
2.4.1 Esquema de análisis 
 
El análisis multiresiduo se basa en métodos que permiten la determinación de varios analitos 
simultáneamente gracias principalmente a un alto grado de selectividad. Para el análisis de 
residuos de plaguicidas empleando cromatografía acoplada a espectrometría de masas se 
recomienda efectuar un procedimiento riguroso de extracción y limpieza para evitar al 
máximo las interferencias. Sin embargo, los métodos tradicionales no son muy eficientes en 
estas etapas y por esto últimamente se han evaluado e implementado nuevas aproximaciones 
para acelerar dichos procedimientos cuando esta selectividad es proporcionada 
principalmente por el método de detección empleando espectrometría de masas. La 
selectividad de la metodología analítica define en gran medida tanto el marco de referencia 
para el análisis, como su alcance y aplicabilidad. En este estudio se propone el esquema de 
la Figura 13 basado en uno de los MMRs para el análisis de cereales y frutas tropicales de 
exportación. 
Figura 13. Esquema de implementación del MMRs. *Adición al módulo del método 
QuEChERS (Se realiza en el procedimiento y su evaluación es instrumental). 
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2.4.2 Herramientas tecnológicas en desarrollo 
 
 Método QuEChERS/CG-EM (Q) 
Una técnica de uso común es la cromatografía de gases acoplada a espectrometría de masas 
con cuadrupolo sencillo (CG-(Q)EM) operando en modo selectivo de iones (SIM21, por sus 
siglas en inglés). Esta técnica se emplea para detectar analitos en diversas matrices, sin 
embargo no se tiene seguridad sobre la ausencia de otros posibles contaminantes. Cuando 
se trabaja en este modo de operación, los plaguicidas que de hecho puedan estar presentes 
pero que no estén incluidos en el método pueden ser ignorados fácilmente. Esta es una 
desventaja inherente e ineludible en el monitoreo selectivo de iones. Así entonces, a pesar 
de la superioridad en lo concerniente a sensibilidad en el modo SIM respecto al modo scan 
[79], este último ofrece la posibilidad de ejecutar un examen cualitativo preliminar de las 
muestras al comparar toda la información espectral. Vale la pena anotar que en este tipo de 
aproximaciones la calidad del espectro scan debe ser el objetivo más importante [80] para 
poder ejecutar búsquedas automatizadas en las bibliotecas con toda confianza. Este método 
sigue el mismo principio basado en la comparación de probabilidad (PBM22) desarrollado 
en sus inicios por McLaferty [81]. En este caso, es importante aclarar que se debe establecer 
una velocidad adecuada de adquisición para poder obtener mayor calidad y menos ruido y 
así realizar una buena búsqueda inversa al comparar con los espectros en modo de ionización 
por impacto electrónico de la biblioteca NIST23. Otro adelanto desarrollado posteriormente, 
fue por ejemplo la macro Au Pest, una herramienta más eficiente desarrollada hace ya dos 
décadas que simula automáticamente la evaluación manual de los datos, incluyendo el 
reconocimiento automático de picos, la sustracción de ruido y la búsqueda en bibliotecas 
designadas previamente [82]. Más adelante el Sistema de Deconvolución de Espectros de 
Masas e Identificación (AMDIS24) desarrollado por el NIST se popularizó ampliamente para 
este tipo de análisis como un programa que extrae un espectro reconstruido del espectro 
original obtenido del CG-(Q)EM e identifica los compuestos objetivo al comparar contra 
una biblioteca de referencia. El proceso completo puede ser abreviado como sigue: primero 
se hace un análisis del ruido, después la percepción del componente, seguido de la 
“deconvolución” del espectro y finalmente la identificación del compuesto [83]. El objetivo 
práctico de este programa es minimizar el esfuerzo que involucra la identificación de 
compuestos por CG-(Q)EM y cumplir con los objetivos de un análisis cualitativo.  
                                                 
 
21 Selected Ion Monitoring 
22 Probability Based Matching. 
23 National Institute of Standards and Technology. 
24 Automated Mass Spectral Deconvolution and Identification System. 
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En 2010 Norli et. al. [84] realizó una evaluación independiente de un programa de reporte 
por deconvolución [85] Deconvolution Reporting Software (DRS, por sus siglas en inglés) 
que emplea AMDIS como núcleo para el análisis de residuos de plaguicidas puso a prueba 
su capacidad para detectar plaguicidas en el rango de 20 a 100 µg/kg en frutas y hortalizas. 
Este estudio mostró resultados aceptables teniendo en cuenta las frecuentes dificultades al 
analizar plaguicidas volátiles “problemáticos”. Del mismo modo, Mezcua y colaboradores 
ejecutaron un screening automatizado empleando DRS para el análisis de diferentes matrices 
al tomar en consideración una lista prioritaria de plaguicidas. Conforme a los resultados 
encontrados por AMDIS, los investigadores definieron un Límite de Identificación (LI) el 
cual aseguraba una relación señal-ruido (S/N) mayor que 10. Cabe mencionar que en este 
estudio se empleó el método QuEChERS con el objetivo de evitar las interferencias de 
matriz y mantener altos porcentajes de recuperación (más del 95% de los compuestos entre 
80-110%). Un ensayo posterior de identificación mostró que algunos compuestos 
problemáticos tenían puntajes de comparación entre el 70-90% de coincidencia, aunque sólo 
el 3% del total de los puntajes para las determinaciones estuvieron por debajo del criterio 
70%. Aun así, es importante aclarar que la sensibilidad baja es el principal obstáculo para 
este tipo de técnicas automatizadas en el análisis de residuos que emplean modo scan, puesto 
que sin importar qué tan bien se haya purificado un extracto, el perfil de la matriz siempre 
tendrá una influencia significativa en las intensidades de los iones del analito, y en estas 
condiciones el método de comparación podría fallar por contaminación del espectro del 
analito con compuestos endógenos coeluyentes en una separación incompleta. 
El método QuEChERS se destaca ampliamente de los métodos tradicionales de extracción 
y limpieza en residuos de plaguicidas gracias a las ventajas que posee, sin embargo el uso 
de ACN fue cuestionado recientemente por varios laboratorios debido al alto costo que 
alcanzó en los últimos años. Un bache económico sumado a la clausura temporal de plantas 
de producción durante los juegos olímpicos en Beijing [86] causaron una escasez mundial 
de este insumo. Por esta razón, algunos investigadores optaron por la búsqueda de 
alternativas usando AcOEt como solvente de extracción. Desafortunadamente, estudios 
desarrollados por Lehotay empleando esta modificación al método oficial 2007.01 de la 
AOAC25 dio como resultado mayor cantidad de compuestos co-extraidos en extractos de 
manzana y arándano [87]. La investigación concluyó que la causa de ello no fue por que el 
AcOEt removiera más componentes sino porque el procedimiento de limpieza es menos 
efectivo en estas condiciones. En la actualidad, las metodologías americanas y europeas 
basadas en ACN son las que se usan en la mayoría de laboratorios analíticos de rutina. Sin 
embargo, las restricciones prácticas del uso de ACN en CG han llevado a que se prefiera 
intercambiar el disolvente del inyectable llevando casi a sequedad <0,5 mL y 
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reconstituyendo por ejemplo con tolueno (según recomendaciones de Schenk et. al. este 
procedimiento se ejecuta dos veces [66]). 
 
 Inyección de grandes volúmenes 
La introducción de la muestra en el análisis cromatográfico es un paso muy importante del 
análisis por CG ya que tiene una gran influencia en el desempeño global del sistema 
instrumental. Una revisión hecha en 1996 por Motohashi et. al. [88] mostraba que la mayoría 
de los métodos oficiales para el análisis de residuos de plaguicidas en frutas, hortalizas y 
suelos que empleaban columnas capilares que hacían uso de la inyección sin división de 
flujo a una temperatura alrededor de 250°C que permitía como máximo la inyección de sólo 
1µ L-5µ L  de muestra (dependiendo del solvente usado [89] o del uso de un pulso de presión 
durante la inyección [90]) lo cual limita notablemente la sensibilidad en los sistemas CG-
EM. Dadas las características y requisitos actuales del ensayo sobre todo en términos de 
sensibilidad, se pueden aprovechar algunos adelantos que permiten obtener mejores 
resultados en aplicaciones tan exigentes como el análisis de residuos. Por ejemplo, 
investigadores como Zrostlíková et. al. [91] y Stajnbaher et. al. [92] han optado por evaluar 
diferentes modos de introducción de la muestra empleando sistemas que permiten la 
inyección de grandes volúmenes (IGV) principalmente para la determinación de bajas 
concentraciones de plaguicidas en matrices vegetales obteniendo muy buenos resultados. 
Recientemente, estos modos de inyección se han extendido también a otras aplicaciones 
como la determinación de compuestos estrogénicos en matrices ambientales [93].  
Existen diferentes diseños de puertos de inyección que hacen posible emplear la IGV dentro 
de los que se destacan: on-column, con-sin división de flujo (SSL26) y el Inyector de 
Temperatura Programable o PTV por sus siglas en inglés. Para el funcionamiento del 
inyector on-column desarrollado en 1985 por Grob et. al. para IGV [94] se requiere emplear 
una sección de columna capilar sin fase estacionaria (retention gap) acoplada antes de la 
columna analítica para retener el líquido, ya que al momento de la inyección se mantiene la 
temperatura debajo del punto de ebullición del solvente formando una capa líquida en su 
interior. Después, el solvente empieza a evaporarse en esa zona junto con otros compuestos 
volátiles que quedan atrapados de nuevo en la capa líquida, mientras que los compuestos 
menos volátiles que permanecen en la superficie del retention gap son reenfocados por el 
efecto de la fase estacionaria de la precolumna y así, cuando todo el solvente se ha 
evaporado, el horno inicia el calentamiento y el proceso cromatográfico comienza. Con base 
en esta configuración el máximo volumen de inyección depende de la longitud del retention 
                                                 
 
26 Inyector más conocido como split-splitless, por sus siglas en inglés. 
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gap siendo necesarios 15 m x 0,32 mm para la inyección de hasta 150 µL  [95]. Las 
aplicaciones para determinación de bajas concentraciones en estos sistemas son bastante 
limitadas debido a que no se promueve la separación de los analitos de los compuestos 
coextraídos de la matriz lo que la hace aplicable solamente para matrices relativamente 
limpias como el agua [96], [97]. Adelantos en esta técnica han permitido inyectar aún 
mayores volúmenes (cerca de 800 µL) o emplear un retention gap más corto. La Figura 14 
muestra un esquema representativo del equipo necesario para la técnica de Evaporación de 
Solvente Parcialmente Concurrente (ESPC) la cual requiere del control de la velocidad de 
inyección durante la evaporación del solvente por medio de una válvula para su salida, sin 
embargo en esta técnica los analitos más volátiles se pierden fácilmente con el solvente por 
la evaporación concurrente y prevenir esta desventaja resulta en mayores complicaciones 
que han limitado su popularización.  
Figura 14. Configuración esquemática para la inyección IGV on-column tipo ESPC. AC: columna analítica, RP: 
precolumna de retención, RG: retention gap, FM: flujómetro, SVE: salida del vapor del solvente, FID: detector de 
ionización de llama. Imagen tomada de [98] 
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Por su parte, el puerto de inyección SSL es mucho más usado en distintas aplicaciones. 
Cuando el inyector SSL se usa para la determinación de trazas se recomienda emplear el 
modo sin división de flujo para no disminuir la cantidad de analito que pueda llegar al 
detector. Sin embargo, este inyector presenta complicaciones en la determinación 
multianalito puesto que la inyección en caliente tiende a promover la descomposición de 
compuestos termolábiles y una alta discriminación. Esta última se ha evidenciado 
notablemente cuando en la inyección se da el fenómeno de termospray [89], caracterizado 
por la formación de un cono de nebulizado en la punta de la aguja durante la inyección 
manual debido principalmente por un tiempo de residencia prolongado en el puerto de 
inyección. Con la automatización se logró mejorar sustancialmente la velocidad de 
inyección y controlar la profundidad que alcanza la aguja con lo que se logró reducir este 
fenómeno generando una banda que transfiere la totalidad de la muestra al inserto, 
reduciendo notablemente la discriminación de los compuestos con mayores puntos de 
ebullición. 
Teniendo en cuenta que las aplicaciones convencionales del inyector SSL normalmente no 
soportan la IGV, en 2003 Cavagnino et. al. [99] desarrollaron el concepto del vapor de 
exceso empleando el mecanismo de Recondensación Concurrente de Solvente (RCS) útil en 
la IGV empleando el mismo SSL común. El mecanismo de esta técnica se ilustra en la Figura 
15 y hace uso de la inyección por formación de banda. El líquido se deposita sobre un 
material de soporte (p.e.: lana de vidrio) colocado al fondo del inserto evitando que se tenga 
contacto con las paredes del mismo para promover una evaporación lenta. Los vapores de 
solvente empiezan a expandirse, desplazando y comprimiendo al gas de arrastre. Como el 
sistema permanece completamente cerrado (sin suministro de gas, válvulas de división y de 
purga) el desplazamiento produce un gran incremento de presión que resulta en la 
transferencia de los primeros “vapores de exceso” hacia el retention gap donde se vuelve a 
condensara a una temperatura más baja. Esta recondensación produce un efecto de succión 
que promueve la transferencia de la muestra a la columna. Esta técnica permite en teoría un 
volumen de inyección ilimitado siempre que no se sobrepase la capacidad del retention gap. 
Además como no se observa discriminación, ni descomposición de compuestos inestables, 
y no es necesaria una optimización complicada sino sólo una inyección rápida, una pequeña 
inserción de la aguja y cerrar las válvulas durante el periodo sin división es una técnica muy 
promisoria para este tipo de aplicaciones.  
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Figura 15. Diagrama representativo del mecanismo de Recondensación Concurrente de Solvente (RCS). 
Imagen tomada de [99] 
 
 
El desarrollo de otras alternativas para poder ejecutar la IGV incluyen técnicas como la 
inyección AT-column [100] o el uso de interfaces como TOTAD27, sin embargo, el puerto 
de inyección que más se destaca en las aplicaciones de la última década es el PTV [101], 
gracias probablemente a su gran versatilidad y la posibilidad de cambiar entre diferentes 
modos de inyección con la misma configuración sin necesidad de aditamentos especiales. 
Desde su desarrollo en 1979 por Vogt et. al. [102], [103], el PTV se diferenció de los demás 
puertos en que es el único que puede ser calentado o enfriado rápidamente ya que cuenta 
con un sofisticado control de temperatura a diferencia de los demás que operan de modo 
isotérmico. El inyector PTV soporta inyecciones en modo sin división, vapor de exceso y 
venteo de solvente (VS).  
El modo de VS es el más empleado usando el PTV en IGV [101] y consiste en los siguientes 
pasos: primero la muestra se introduce a una temperatura relativamente baja (por debajo el 
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punto de ebullición del solvente), después se elimina el solvente por la válvula de división 
mientras que los compuesto de mayor punto de ebullición permanecen en el inserto, luego 
se hace la transferencia del material elevando rápidamente la temperatura en el modo sin 
división y reenfocando los analitos en la cabeza de la columna al mantener baja la 
temperatura del horno y finalmente se reabre la válvula de división a alta temperatura para 
remover los residuos del inserto. Existen cuatro maneras de introducir la muestra al puerto 
de inyección PTV para la IGV: inyección múltiple, directa o injección at-once, velocidad de 
introducción de muestra controlada y PTV/on-column. Las primeras cuatro se basan en el 
mismo principio del modo de VS y la última es simplemente la aplicación on-column 
descrita anteriormente pero con este tipo de puerto empleando un inserto especialmente 
diseñado [104]. La manera más fácil de introducir un mayor volumen de muestra empleando 
una jeringa convencional de 10 µL  es hacer inyecciones sucesivas del volumen que quiere 
multiplicarse. En estas condiciones, el tiempo y el flujo entre inyecciones debe asegurar la 
eliminación completa del solvente pues de lo contrario se podría perder muestra por la 
válvula de división. La inyección  at-once consiste en una sola introducción rápida de la 
muestra y el volumen es limitado por la mitad del volumen nominal de la jeringa empleada. 
La principal característica de esta inyección es el uso de un material inerte de soporte [105], 
[106] dentro del inserto para aumentar la capacidad de retención de líquido. Debe tenerse en 
cuenta que el diámetro del inserto debe ser tal que no se supere la capacidad con la expansión 
del solvente pero que tampoco se requieran grandes cantidades de material de empaque 
debido a que su reactividad podría llevar a la descomposición de analitos termolábiles [106], 
[107] o pérdidas por adsorción [108]. Por último, si se controla la velocidad de introducción 
de la muestra la inyección múltiple puede simularse [92] empleando un proceso continuo en 
el que la evaporación y la introducción de la muestra se contrarrestan para mantener un 
volumen de líquido adecuado dentro del inserto. Este tipo de inyección se prefiere a la 
inyección múltiple.   
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 Tecnología de flujo capilar 
Por otro lado, debe resaltarse que la migración hacia metodologías de preparación de 
muestra más rápidas y sencillas debe considerar necesariamente evitar al máximo la entrada 
de material no volátil a la columna analítica para evitar su deterioro, sobre todo si se inyectan 
volúmenes mayores a los que convencionalmente se usan en CG. Por ejemplo, en el estudio 
automatizado de Mezcua y colaboradores, se recomienda enfáticamente el uso de la técnica 
backflushing (inversión del flujo en la columna) [109] para mantener la robustez del método 
entre análisis. Recientes estudios adelantados por Mastovska y colaboradores [110] 
demostraron que al usar una configuración en forma de “T” (Figura 16) compatible tanto 
con CG-(Q)EM como con versiones con triple cuadrupolo CG-EM(QQQ) [111], [112], hay 
un aumento en la robustez a largo plazo cuando la configuración incluye un backflushing 
concurrente antes de la columna analítica y después del retention gap. Esta configuración 
conlleva a una protección mejorada de la columna al evitar que las interferencias no volátiles 
deterioren su desempeño. Para lograr este propósito, es imperativo que el backflushing 
empiece tan pronto como el último de los analitos eluya por completo del retention gap con 
el objetivo de evitar el riesgo de que se pierdan durante el venteo. 
Figura 16. Configuración de la tecnología de flujo capilar de inversión de flujo backflushing 
concurrente. Imagen Tomada de [108]. 
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Es importante mencionar que la Decisión de la Comisión Europea 2002/657/EC [70] 
establece requisitos de confirmación en el análisis de residuos de contaminantes por EM. 
Este criterio consiste en la adquisición de al menos tres puntos de identificación (PIs) para 
contaminantes orgánicos y cuatro puntos si son sustancias prohibidas. En la Tabla 6 se 
muestra una lista del número de PIs ganados por ión adquirido bajo condiciones específicas.  
  
Lamentablemente al operar en modo SIM los (Q)EM raramente pueden ofrecer un alto grado 
de confianza en la identificación puesto que son instrumentos de baja resolución y como se 
observa éstos solo conceden 1 PI por ión y se conoce la alta probabilidad de que existan 
interferencias de matriz. Por esta razón, cuando se usan estos instrumentos se hace necesario 
emplear el tiempo de retención y al menos 2 iones de calificación más el ión de 
cuantificación para asegurar una confirmación confiable.  
 Agentes enmascarantes de sitios activos 
El documento SANCO/2007/3131 [113] fue la primera versión de las guías para la 
validación de métodos y procedimientos de control de calidad para el análisis de plaguicidas 
en alimentos y piensos en donde se incluyeron algunos compuestos que actúan como 
Agentes Enmascarantes de Sitios Activos (AESA) o más ampliamente conocidos como 
“analyte protectants” 28 que se usaron como una alternativa para minimizar el EfM en CG. 
La intención del uso de estos compuestos era producir un EfM (de aumento en la señal) 
equivalente en la cuantificación al emplear soluciones de calibración en solvente o en matriz. 
Además aquí también se menciona que la herramienta más eficaz para eliminar el EfM es la 
preparación de soluciones de calibración empleando el método de adición estándar. La 
                                                 
 
28 Se evita usar este nombre para evitar confusión en la traducción (“Potectores de analitos”). 
Tabla 6. Relación entre el tipo de fragmentos másicos y los puntos ganados. 
Técnica EM PIs ganados por ión 
Espectrometría de masas de baja resolución (EMbr) 1,0 
EMbr n ión precursor 1,0 
EMbr n  producto de transición 1,5 
Espectrometría de masas de alta resolución (EMar) 2,0 
EMar n  ión precursor 2,0 
EMar n  producto de transición 2,5 
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realidad es que este efecto es común a varias técnicas analíticas y sus causas y consecuencias 
son diferentes en cada una, por ejemplo, en la interfaz CL-EM se genera un efecto de 
supresión iónica [114] aun cuando se tiene una buena separación cromatográfica. Por esta 
razón, se han venido usando extensivamente diferentes alternativas para sobrellevar este 
fenómeno, ya sea minimizándolo o compensándolo [115] por varios medios: (i) cambio de 
las condiciones en la interfaz (p.e. Nanospray [116]), (ii) mejoramiento de la separación 
cromatográfica [117], (iii) limpieza intensiva del extracto durante el procesamiento de la 
muestra [118], (iv) cuantificación por el método de adición de estándar o (v) con el uso de 
estándar marcado isotópicamente [119]. Este último es sin duda el método más costoso, 
sobretodo tratándose de un método multiresiduo, sin embargo éste ha demostrado ser el más 
efectivo de todos cuando se emplea EM en la detección. Su uso es altamente recomendado, 
tanto así, que versiones posteriores como las guías SANCO/10684/2009 y 
SANCO/12495/2011 recomiendan su adición en cualquier etapa del procedimiento antes de 
la determinación.  
La historia del desarrollo de los AESA se remonta a 1997 cuando Erney, quien describió por 
primera vez el aumento de la señal en CG por efecto de la matriz, sugirió la posibilidad de 
simular la presencia de la matriz al emplear aditivos a las solucione de estándares de 
calibración [120]. A principios de la década pasada Ito et. al. [121] concibió la idea de 
adicionar polietilenglicoles (PEG) y extractos de matriz a las soluciones de 13 plaguicidas 
con el fin de aumentar la intensidad de sus señales mientras evaluaba el EfM que se 
presentaba en su determinación en sedimentos. Posteriormente en 2003 Anastassiades, 
Mastovska y Lehotay [122]  realizaron una investigación extensa de los efectos que tienen 
un gran número de compuestos con diferentes propiedades fisicoquímicas (68 compuestos) 
sobre las señales de 30 plaguicidas empleando la metodología QuEChERS/CG-(Q)EM. La 
evaluación se basó en la comparación de alturas de pico de los compuestos más susceptibles 
en soluciones con el compuesto prueba en ACN contra las respuestas obtenidas solamente 
en ACN. El efecto de aumento reflejaba principalmente dos cosas: (1) un mejoramiento de 
la transferencia de los analitos debido a la reducción de la degradación o de la retención 
irreversible en el inserto y la columna, y (2) disminución del coleo y ensanchamiento de 
picos debido a la reducción en las interacciones con sitios activos en la columna. El mismo 
año, Zrostíková et. al. [123] resaltó la necesidad de la evaluación de su efecto en el sistema 
CG a largo plazo. En un estudio posterior [124], se evaluaron varias combinaciones de los 
compuestos previamente identificados por tener un efecto de protección en analitos de 
elución temprana, media y tardía. La combinación más adecuada que se encontró en este 
estudio fue: etilglicerol (10 mg.mL-1, protección inicial), -gulonolactona (1 mg.mL-1, 
protección media) y sorbitol (1 mg.mL-1, protección final) y sus efectos se muestran en la 
Figura 17. En general un rasgo distintivo de estos compuestos es su alto momento dipolar y 
su habilidad de formar puentes de hidrógeno. 
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Figura 17. Comparación de la forma y la intensidad de las señales de plaguicidas a 100 ng.mL-
1 en matriz (mezcla de frutas) y solvente ACN. Izq: sin la adición de AESA y der: empleando 
la combinación propuesta. Imagen tomada de [124]. 
 
 
Desde sus inicios, la adición de AESA de sitios activos llamó la atención de la comunidad 
científica al brindar mayor confianza en la exactitud con que se determinaban diferentes 
analitos, de modo que por el año 2005 sus aplicaciones empezaron a extenderse más allá del 
campo de los residuos de plaguicidas hacia otros compuestos tóxicos determinados por CG 
como los análogos bromados de mutagénicos en matrices ambientales [125], [126].  
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En estudios posteriores presentados por primera vez en el EPRW29 2006 en Grecia, los 
investigadores reconfirmaron la correlación entre la volatilidad los AESA y los plaguicidas 
además de la influencia de la cantidad aplicada sugiriendo el empleo de ciertas 
combinaciones en cantidades específicas [127]. Adicionalmente, este estudio extendió el 
alcance de protección de compuestos sensibles a hidrólisis básica (p.e. captan, folpet y 
clorotalonil) empleando ácido shikimico a 0,5 mg.mL-1. El esquema explicativo de la Figura 
18 muestra que de acuerdo con Lehotay et. al. [128] el principio operativo y las aplicaciones 
de los AESA van más allá de suprimir la necesidad del calibrado en matriz, otorgando al 
sistema instrumental mejores formas de los picos, repetibilidad, robustez y posibilidades de 
disminuir el valor de los LOQs. 
Figura 18. Principio práctico del uso de los agentes enmascarantes o analyte protectants.  
Imagen tomada de [127]. 
 
 
El uso de mezclas de AESA ha ganado una gran popularidad en la determinación de residuos 
de plaguicidas por CG y a pesar de que se ha reportado que parecen no ser suficientemente 
efectivos para la protección de compuestos altamente inestables como los carbamatos [129] 
o presentar problemas en la detección por EM [87], su uso ha venido siendo ampliamente 
documentado reportando excelentes resultados en diversas aplicaciones [130–141]. 
                                                 
 
29 European Pesticide Residue Workshop. 
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2.4.3 Hipótesis general de la investigación 
 
Con el desarrollo de este estudio se hace posible analizar residuos de plaguicidas para 
evaluar conformidad con la legislación aplicable y así contribuir al control de calidad post-
cosecha en productos agrícolas dentro del alcance propuesto en las validaciones. 
 
 3. Experimental 
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3.1 Matrices  
 
El documento SANCO/10684/2009 define que para los MMRs es posible realizar la 
validación inicial del método usando una matriz representativa para cada grupo descrito en 
su Anexo I. Así mismo, según esta guía se sabe que el alcance del método puede extenderse 
posteriormente a otras matrices por medio de validación de rutina empleando los datos de 
control de calidad si se demuestra su aplicabilidad a otros productos de la misma categoría 
[76]. Con base en este documento, todas las frutas tropicales de este estudio Figura 19 son 
productos representativos del grupo con alto contenido de agua (más del 95%) con 
excepción de la uchuva que pertenece al grupo de bayas y pequeñas frutas ácidas con alto 
contenido de agua. En contraste, según la clasificación reportada en los principios de 
validación de métodos [142] todas las frutas consideradas en este estudio pertenecen a un 
único grupo denominado “frutas con alto contenido de agua”. De este modo es posible 
realizar una única validación para tomate de árbol, pitaya, granadilla y banano bocadillo 
tomando la uchuva como matriz representativa. Con respecto al análisis en cereales se 
presenta un caso similar, en el que puede emplearse el arroz como matriz representativa para 
el desarrollo y validación del método.  
Figura 19. Productos a emplear durante el estudio. 
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3.1.1 Uchuva 
La uchuva (Physalis peruviana) pertenece a la familia Solanaceae, es nativa de la región de 
los Andes suramericanos. Existen varios sinónimos que hacen referencia a la misma fruta, 
entre ellos se encuentran physalis, baya dorada y baya peruana. Este es un arbusto tropical 
de 1,5 m de altura encontrado en climas fríos a templados, su fruta es una bolita carnosa con 
un diámetro entre 1,2 y 2,5 mm y un peso alrededor de 4 a 10 g. Es amarilla y dulce y su 
apariencia es muy similar a la de un tomate. La uchuva es rica en vitaminas A y C [143]. 
Esta baya está cubierta por un cáliz formado por cinco sépalos que la cubren y protegen 
contra insectos, aves, patógenos y climas extremos. Su aroma es delicado y frutal y su sabor 
es ácido [144]. En su mayoría se cultiva en el departamento de Cundinamarca, especialmente 
en los municipios de Granada y Silvania, pero también se encuentra en los departamentos 
de Antioquia, Boyacá, Cauca, Huila, Magdalena, Nariño y Tolima bajo óptimas condiciones 
para cultivo [143], [145]. Las condiciones se resumen a continuación: 
 
• Altitud: 2300-2800 m.s.n.m. 
• Temperatura: 8-17 °C 
• Humedad relativa: 70-80% 
• Precipitaciones: 600 mm-1100 mm 
• Suelo rico en materia orgánica. 
• Niveles de luz solar altos (Tropical). 
 
3.1.2 Banano bocadillo 
El bananito o banano bocadillo (musa acuminata) es nativo de los países localizados en el 
área tropical como la India, Filipinas, Malasia, Kenia, Venezuela, Costa Rica, México, 
Ecuador y Colombia. Esta es una fruta muy dulce de 10 a 12 cm de largo y pesa cerca de 20 
a 40 g, muy similar al banano pero mucha más pequeña y con una piel más delgada. Como 
se esperaría, el bananito es atacado por las mismas plagas del banano común. A pesar de la 
falta de información estadística, es posible identificar las principales áreas donde se cosecha 
el banano bocadillo como el departamento de Cundinamarca, Valle del Cauca, Risaralda, 
Antioquia y la zona cafetera. 
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3.1.3 Pitaya  
La pitaya (Hylocereus megalanthus) o fruta del dragón amarilla como se le conoce en Asia 
es una variedad de frutas que se dan en varias especies de cactus. Las más conocidas son las 
especies con pulpa roja (Asia y Centro América) más bien amargas, en vez de la pulpa de la 
pitaya exportada por Israel, Ecuador y Colombia (yellow pitaya) que tiene una pulpa blanca, 
suave y con un aroma muy delicado. Esta pulpa está llena de semillas comestibles y puede 
ser usada en la producción de jugo, yogurt y mermeladas. Este cultivo es afectado 
considerablemente por temperaturas extremas (altas o bajas). 
Las condiciones óptimas del cultivo son [146]: 
 
• Temperatura: 14-16 °C 
• Precipitaciones: 1500-1700 mm 
• Altitud: 1400-1700 m.s.n.m. 
• Suelo rico en materia orgánica y pH ligeramente ácido (5,5-6,5). 
 
3.1.4 Tomate de árbol 
El tomate de árbol o tamarillo son los nombres que se le dan a la especie Solanum betaceum 
(syn. Cyphomandra betacea). Es nativo de varias regiones tropicales y subtropicales. La 
planta es un arbusto que bajo condiciones favorables llega alcanzar los 5 m de altura. Los 
frutos inmaduros son verdes y luego se tornan rojo intenso con una piel lisa y brillante. Esta 
fruta en forma de huevo (10x5 cm) es muy conocida por su aroma herbal, frutal y amaderado 
[144]. Se cultiva en Kenia, Nueva Zelanda, Australia, Ecuador y Colombia. Colombia 
produce dos variedades de tomate de árbol, el común que produce un fruto amarillo y el 
tamarillo que produce frutos rojo intenso. Este último es el más atractivo y el que se exporta 
actualmente. 
 
3.1.5 Granadilla 
El género Passiflora incluye una gran cantidad de especies conocidas mundialmente como 
frutos de la pasión. La granadilla (Passiflora ligularis) es nativa de las montañas de los 
Andes entre Bolivia, Venezuela y Colombia. Esta es la segunda Passiflora en importancia 
por debajo del maracuyá (Passiflora edulis). Las plantas de granadilla son arbustos y 
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trepadoras. Su fruto es una cáscara redonda de color amarillo y en su interior está llena de 
una multitud de semillas comestibles húmedas. Su sabor es dulce y acuoso. El jugo es rico 
en vitaminas A, C, B12, fibra, minerales y carbohidratos. En Colombia se han reportado 
cerca de 167 especies de pasifloras [147], la Figura 20 muestra su distribución geográfica 
en el continente. Éstas se encuentran por lo general en la región andina entre los 1000 y los 
2000 m.s.n.m., pero sólo la granadilla es la variedad que está siendo exportada actualmente. 
Figura 20. Distribución del número de especies de Passifloraceae en el continente Americano. 
(El territorio colombiano posee la mayor diversidad). Imagen tomada de [147]. 
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3.1.6 Arroz 
El arroz es una planta que crece por naturaleza en pantanos, y en su gran mayoría se mantiene 
durante casi todo el ciclo de cultivo en terrenos inundados [148] aunque existen algunas 
variedades de arroz seco que crecen en grandes pendientes o tierras altas. Las dos variedades 
de arroz de cultivo más importantes son el arroz africano (Oryza glaberrima L.) y el arroz 
asiático (Oryza Sativa L.), aunque el primero no se cultiva fuera de este continente [149] y 
además viene siendo reemplazado gradualmente en los países de África occidental por O. 
sativa L.. La posición taxonómica de este producto lo clasifica en el género Oryza de la 
familia botánica de las Gramineas o Poaceae [150] y aunque existen cerca de 20 especies 
distribuidas en las regiones tropicales de África, sur y sudeste de Asia, sur y centro América 
y Australia, la O. sativa L. es la especie más importante para el consumo [151]. Las cosechas 
son llamadas arroz paddy (con cáscara, pues el arroz que se consume es el arroz blanco sin 
tamo y polichado) antes del procesamiento y una vez listo este producto constituye la mayor 
fuente calórica para una gran porción de la población mundial. Esta cascarilla que se retira 
sirve como primera barrera para proteger el interior blanco o endosperma contra infecciones, 
insectos, hongos o deterioro durante su cultivo y almacenamiento. 
Específicamente, el progreso del sector arrocero en Colombia se fundamenta en que se 
cuenta con regiones que poseen las condiciones más apropiadas para este tipo de cultivos 
como lo son las poblaciones del centro-oriente del país entre las que encontramos a Ibagué, 
Venadillo, El Espinal y Saldaña en el Tolima, Neiva y Campoalegre en el Huila, y además 
Villavicencio, Acacías, Granada, Yopal y Aguazul en los llanos orientales. Por otro lado 
también se destacan las zonas cenagozas de los municipios de Fundación, Valledupar entre 
los departamentos de Cesar y Magdalena, Magangué en la Mojana sucreña, además de 
Montería, Caucasia, Aguachica, San Alberto y Cúcuta pertenecientes a la región norte del 
país. La Figura 21 muestra las principales regiones donde se cultiva arroz paddy.  
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Figura 21. Principales regiones del país para el cultivo de arroz. Imagen tomada de  [152] 
 
 
  
Experimental 49 
 
3.2 Técnicas de análisis 
 
3.2.1 Descripción general 
Los procedimientos que se desarrollaron en el marco del proyecto se resumen en la siguiente 
sección. Estas metodologías fueron desarrolladas para consolidar una estrategia para el 
monitoreo de plaguicidas a nivel del LMR o a concentraciones inferiores como requisito 
para la comercialización de estos productos. La principal contribución fue la evaluación 
experimental para la implementación del método QuEChERS en el análisis instrumental por 
CG-(Q) EM operando en modo SIM. Este enfoque planteó la posibilidad de analizar 
eficientemente diferentes tipos de compuestos en un mismo análisis. Para ello se escogió la 
combinación de adsorbentes que garantizaron los mejores resultados (extractos más limpios 
y porcentajes de recuperación más altos), no obstante, como se sabía de antemano que una 
selectividad limitada en la detección incide en gran medida sobre los LOQs de algunos 
plaguicidas, se tuvo que a reducir el alcance del método a los compuestos con LOQs que 
presentaron valores superiores al nivel de acción de la metodología (NAc). El NAc es la 
expresión del LMR (mg.kg-1) para un plaguicida en unidades de concentración en µg.mL-1 
[153] y su cálculo involucra los pasos de la metodología analítica, que para el caso del 
método QuEChERS este factor vale la unidad. Así pues, los compuestos que no se lograron 
determinar con exactitud y precisión al LMR de la legislación más exigente30 debieron ser 
propuestos para un análisis alternativo por una metodología más selectiva.   
De acuerdo a lo anterior se tuvo la necesidad de emplear una estrategia que permitiera la 
detección de trazas empleando la instrumentación disponible. Es aquí donde cobra 
importancia los tres aspectos fundamentales relacionados únicamente con el desempeño 
instrumental que fueron evaluados a través del proceso experimental: la optimización de la 
IGV y la implementación del backflushing y de los AESA. Se evaluó el empleo de AESA 
en la mejora de la sensibilidad del sistema instrumental hacia los compuestos más difíciles 
de determinar en CG a baja concentración, protegiéndolos de los factores que promueven el 
deterioro de las señales cromatográficas. En efecto, para llevar a cabo el estudio el 
procedimiento global se dividió en dos etapas: inicialmente se escogió de manera preliminar 
los compuestos analizables por el método QuEChERS/CG-(Q)EM bajo las mejores 
condiciones instrumentales (IGV y backflushing) con el fin de escoger la metodología de 
extracción y limpieza que demuestrara los mejores resultados. Posteriormente se puso a 
                                                 
 
30 El menor valor del LMR entre el Codex Alimentarius, la US EPA (United States Environmental Protection Agency) y 
la UE. Si hay combinaciones plaguicida/matriz que no se encuentren reportados se toma el valor por defecto de 10 mg.kg-
1. La referencia usada para cereales es el LMR adoptado por el Gobierno Nacional (Resolución 2906/2007 [203])del Codex 
Alimentarius  y en su defecto aplica el correspondiente con  base en la extrapolación de la Joint FAO/WHO Meeting on 
Pesticide Residues (JMPR) hacia otros productos con BPAs comparables [34]. 
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prueba la efectividad de los AESA seleccionados para el mejoramiento de las señales de 
todos compuestos dentro del alcance de la metodología y si se demostraba un aumento 
significativo en la sensibilidad se consideró la modificación de la metodología QuEChERS 
con la adición de los AESA. Finalmente y de acuerdo a la estrategia analítica elegida para 
los analitos seleccionados se procedió a realizar la validación de las metodologías para una 
matriz representativa en el caso de las frutas y para arroz en el caso de los cereales con el 
fin de que pudieran emitir resultados de calidad en el análisis de rutina. 
3.2.2 Herramientas estadísticas 
El objetivo primario de los experimentos realizados se basó en la posibilidad de obtener del 
sistema de estudio la “mejor” información posible, donde el término “mejor” fue una 
relación mediada hacia la calidad de los resultados. Asimismo, fue posible distinguir 
diferentes tipos de experimentos según su propósito. Por un lado, se trató con experimentos 
centrados en la investigación de la influencia de los factores de prueba sobre alguna 
propiedad, los cuales fueron muy útiles para la caracterización del sistema y por otro lado 
se realizaron experimentos enfocados a maximizar el provecho de los resultados, agilizar 
los procesos y disminuir el tiempo de trabajo. A pesar de que ambas perspectivas permitieron 
aproximarse a la obtención de mejores resultados, el primer enfoque claramente ubicó su 
interés en los medios, con lo cual se pudo evaluar relaciones y tomar decisiones con base en 
el impacto de los factores en el desempeño, mientras que el segundo enfoque se centró en el 
fin, con lo que se prestó todo el conjunto de factores a disposición para proponer condiciones 
que permitieran alcanzar una mejora significativa. 
Cuando se experimenta sobre sistemas complejos los factores de prueba producen a menudo 
efectos que no son independientes. Por esta razón, éstos se debieron identificar e integrar en 
conjunto para poder sustraer conclusiones que sí reflejaran su comportamiento verdadero. 
Como se sabe, el diseño experimental tiene en cuenta interacciones que permiten hallar 
respuestas concluyentes [154], por ejemplo, a través de los diseños factoriales que van más 
allá de los efectos evidentes como los que se extraen al interpretar una superficie de 
respuesta multifactorial (SRMF) [155]. Dichas interacciones permitieron evaluar 
efectivamente la independencia de los factores en la realización de los experimentos, lo cual 
constituyó un grado de relevancia de hecho superior y más provechosa que los descriptores 
básicos del diseño (factores y sus niveles de prueba). De esta manera fue como la 
comparación de las versiones oficiales de la metodología QuEChERS se contempló bajo un 
esquema evaluativo empleando diseños completamente al azar con estructura factorial, un 
diseño experimental útil para discriminar entre diferentes opciones y poder concertar las 
condiciones experimentales para las aplicaciones de este estudio. Debido a que estos factores 
podían estar interrelacionados, las herramientas de comparación global (robustas a dichas 
interacciones) jugaron un papel preponderante. Así mismo, se puede decir que esta 
evaluación sistemática permitió inferir características del método de elección que podían 
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influenciar significativamente el desempeño con lo que se pudo explicar comportamientos 
e implementar mejoras al sistema. 
Sin embargo, también existen sistemas que exhiben mejoras sólo después de una extenuante 
experimentación ya que su desempeño general depende de una gran variedad de factores. 
Debido a lo anterior algunos autores suelen reproducir los sistemas que muestran resultados 
aceptables sin saber si sus condiciones son óptimas en otro entorno de estudio. Aun así, estos 
sistemas pueden ser susceptibles a mejorar sustancialmente pudiéndose alcanzar un 
desempeño superior. Entre los motivos para que ocurra esto se puede mencionar dos 
ejemplos. En primer lugar esta situación puede obedecer bien sea a que la combinación de 
niveles de prueba fue relativamente buena pero insuficiente para alcanzar el fin deseado o 
simplemente de manera inadvertida se omitieron variables clave, relaciones sinérgicas o sólo 
simplemente se evaluó una variable a la vez sin reconocer la potencial complejidad del 
sistema. 
El proceso de optimización permite mejorar el desempeño de un sistema bajo unas 
condiciones determinadas (óptimas). Este es un proceso ad hoc y está basado en 
instrucciones (algoritmos matemáticos) que permiten maximizar, minimizar [156] o llevar 
una propiedad del sistema hacia un punto deseado. Esta propiedad es la característica que se 
optimiza y que bajo circunstancias específicas produce la mejor respuesta posible. El uso 
eficiente de una estrategia de diseño experimental permite optimizar un número de factores 
relativamente grande empleando un número razonable de experimentos [157]. El método de 
“optimización autodirigida” o Simplex fue propuesto inicialmente por Splendey et. al. [158] 
y refinado posteriormente por Deming y colaboradores [159] como una herramienta muy 
eficiente que permite observar secuencial y simultáneamente si el proceso de optimización 
se lleva a cabo de manera adecuada limitando así el proceso experimental hacia la menor 
cantidad de experimentos que, a diferencia de la SRMF, no se lleva a cabo bajo una 
aproximación a posteriori. El método Simplex se basa entonces en medir los efectos que 
producen cambios simultáneos y deliberados en las variables y así deducir las direcciones 
en que deben realizarse cambios secuenciales para obtener una mejora en la respuesta. En 
este estudio se consolidó el sistema en una respuesta única pero podrían usarse varias 
magnitudes que lo representen [160]. La Tabla 7 contrasta los aspectos diferenciables entre 
los métodos de optimización simplex y SRMF. 
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Tabla 7. Comparación de métodos útiles para optimización. 
Método Simplex SRMF 
Ventajas 
 Rápido y fácil 
 Económico 
 Secuencial 
 Sin supuestos (modelo) limitantes 
 Muchas variables 
 Óptimo para modelamiento 
 Perspectiva evaluativa 
 Lotes de trabajo 
Desventajas 
 Secuencial 
 Datos particulares 
 Tiempo/Lote de trabajo 
 Costoso (más experimentos) 
 Pocas variables 
 
Es claro que para mejorar el sistema existen varias opciones, tanto mejor si el método 
presenta mayores ventajas, así que para explicar las características del método que se 
seleccionó se relacionan sus fundamentos a continuación. La representación del método 
simplex se suele hacer empleando una figura geométrica de k+1 vértices, dónde k es el 
número de variables a optimizar. Para el Simplex inicial (So), las variables y sus valores 
asociados se escogen a criterio del experimentador o basado en estudios previos que 
demuestren su importancia. El primer paso para implementar el método autodirigido fue 
elegir una respuesta del sistema a optimizar o en este caso a maximizar, ya que se 
relaciona con la necesidad de aumentar la sensibilidad del sistema. Una vez definida se 
procedió a construir el So, de suma importancia para el desarrollo de la optimización 
[161]. Así pues, la primera fila representa las condiciones de partida (basadas en estudios 
anteriores) y las filas restantes representan coordenadas correspondientes a los demás 
valores a ensayar. 
𝑆𝑜 =
(
 
 
0 0 0
𝑝 𝑞 𝑞
𝑞 𝑝 𝑞
⋯
0
𝑞
𝑞
⋮ ⋱ ⋮
𝑞 𝑞 𝑞 ⋯ 𝑝)
 
 
; 𝑝 = (
1
1,414
∗ 𝑘) ∗ [(𝑘 + 1) + (𝑘 + 1)0,5]; 𝑞 = (
1
1,414
∗ 𝑘) ∗ (𝑘 + 1)0,5 − 1 
(𝐷𝑖𝑎𝑔𝑜𝑛𝑎𝑙)𝑋𝑖,𝑗 = 𝑜1,𝑗 + 𝑝𝑖,𝑗𝑆𝑖,𝑗; (𝑅𝑒𝑠𝑡𝑎𝑛𝑡𝑒𝑠)𝑋𝑖,𝑗 = 𝑜1,𝑗 + 𝑞𝑖,𝑗𝑆𝑖,𝑗 
So es entonces el simplex inicial, en dónde Xi,j corresponde al valor de cada variable, o1,j 
representa el valor de partida de cada variable, pi,j y qi,j son constantes determinadas por el 
número de vértices y Si,j es el módulo de paso (MP) establecido a criterio propio, con el cual 
se realiza el desplazamiento de cada variable dentro del simplex [162]. Se intentó utilizar un 
MP tal que la modificación del valor resultado de cada vértice generara cambios relevantes 
[163]. Una vez se ha ejecutado el So, se procede a identificar el vértice con la peor respuesta 
(W) y se calcula un nuevo vértice (R) simétrico a W respecto al hiperplano formado por los 
demás vértices. De este modo cada vez se obtuvo un simplex nuevo Si formado por R y 
todos los vértices de So excepto W. El proceso continúa iterativamente a voluntad dentro de 
los límites experimentales del sistema físico, que en este caso se reduce a las 
especificaciones del equipo. Una variación más eficiente del método que fue empleada en 
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este estudio consistió en la variación simultánea de Si,j que permitió expandir la siguiente 
proyección hacia condiciones deseadas o contraerse si se dirigía a condiciones menos 
favorables. Esto supuso un desafío a la eficiencia del proceso, aunque se sabe que 
usualmente se logra alcanzar el óptimo con menos proyecciones [164]. La Figura 22 
presenta una representación del simplex modificado y el Anexo 1 el algoritmo asociado. 
Figura 22. Posibles proyecciones de la respuesta a rechazar (W). 
 
R: Reflexión, E: Expansión, C+: Contracción positiva y C-: Contracción negativa. 
3.2.3 Procedimiento del método QuEChERS 
Desde su aparición en el 2003, el método que fue originalmente publicado ha tenido algunas 
modificaciones para asegurar la extracción eficiente de los compuestos dependientes del pH 
y minimizar la perdida de analitos susceptibles a la degradación expandiendo el espectro de 
matrices aplicables [165]. El método QuEChERS consiste básicamente en tres pasos. La 
primera parte es una extracción líquido-líquido con ACN que incluye simultáneamente un 
proceso de salting out de la muestra en medio acuoso. En segundo lugar, se realiza un 
procedimiento d-EFS equivalente a una extracción sólido-líquido haciendo uso de diversos 
adsorbentes para remover la mayoría de componentes coextraídos con los analitos y por 
último se realiza el análisis instrumental empleando EM en la detección. A continuación se 
da una descripción general del procedimiento. En la Tabla 8 se resumen las dos variaciones 
oficiales del método amortiguado de las que, por conveniencia, se escogerá sólo una de ellas 
para completar el estudio. En el procedimiento originalmente formulado, se toma una 
porción representativa de 15 g de muestra previamente homogenizada y se pesa en un tubo 
de centrífuga de PTFE de 200 mL. Entonces se adicionan 15 mL de ACN, y se agita el tubo 
vigorosamente por 1 min. Después de esto, se adicionan 1,5 g NaCl y 4 g MgSO4, y se repite 
el proceso de agitación por 1 min. El extracto se centrifuga (3700 rpm) por 1 min. Una 
alícuota de 5 mL del sobrenadante (fase de acetonitrilo) se transfiere a un tubo graduado de 
centrífuga de 15 mL conteniendo 250 mg PSA31 y 750 mg MgSO4 (de lo contrario tomar las 
cantidades por cada mL en la Tabla 8) y agitar enérgicamente por 20 s, este es el 
procedimiento base de limpieza pero según los resultados puede incluirse otros adsorbentes 
                                                 
 
31 Primary Secondary Ammine. Bondesil-PSA® Varian, Inc. 
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como C1832 o GCB33 en menor proporción. Seguidamente, el extracto se centrifuga de nuevo 
(3700 rpm) por 1 min. Finalmente, se obtiene un extracto con el equivalente de 1 gmuestra.mL-
1 en cerca de 100% ACN. [166]. El AESA debe adicionarse en el vial de inyección antes de 
inyectarse en el CG [167]. 
  
                                                 
 
32 Octadecilsilano. 
33 Graphitised Carbon Black. Supelco Supelclean Envi-Carb® SPE Bulk Packing 
34 European Committe for Standarisation. 
35 Muestra analítica. 
Tabla 8. Método de QuEChERS amortiguado 
Diferencias características Método oficial AOAC 2007.01 
Método UE prEN-15662 
(CEN34) 
Extracción de las muestras 
15 g s 35/15 mL 1% AcOH en ACN 
10 g s/10 mL ACN, 4 g MgSO4 + 1 
g NaCl, 
+ 1,5g NaAcO + 6g MgSO4 
1g Na3C*2H2O + 0,5 g Na2HC*1½ 
H2O 
Limpieza de la muestra por mL 
150 mg MgSO4 + 50 mg PSA 
(Matrices pigmentadas:50 mg GCB) 
150 mg MgSO4 + 25 mg PSA 
(Matrices pigmentadas:2,5 mg GCB) 
 4. Resultados 
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4.1.1 Método de separación cromatográfica 
 
La selección de las condiciones del programa de temperatura del horno para obtener una 
separación adecuada de los 55 plaguicidas se llevó a cabo empleando variaciones en los 
periodos isotérmicos y las rampas de temperatura y tuvo como base los resultados obtenidos 
en la identificación de los compuestos empleando bases de datos de EM. Las bases de datos 
usadas fueron las bibliotecas ILAU.L y NIST05.L disponibles en el software Enhanced 
MSD Chemstation del instrumento. Como primera opción de búsqueda se hizo uso de la 
base de datos ILAU.L,  una biblioteca especializada en plaguicidas y análisis de residuos 
que reúne los analitos determinados en el instituto alemán ILAU36. Por otro lado, como 
segundo frente de búsqueda se empleó la biblioteca general del 2005 del NIST, útil para 
verificar la información en caso de alguna confusión u omisión de identidad. Un ejemplo 
claro de su uso simultáneo fue la identificación del compuesto endosulfan equivalente al 
tiodan en ILAU.L. Así pues, posteriormente se realizó la identificación de los componentes 
del cromatograma empleando el software de deconvolución AMDIS con dos objetivos 
principales: (i) agilizar la búsqueda individual de cada pico del TIC (Total ion current) 
cuando se emplea la búsqueda convencional con el algoritmo PMB y (ii) agudizar la 
exactitud del algoritmo contrarrestando el ruido del cromatograma o los problemas de 
identificación por coelución. Por consiguiente se ejecutó la deconvolución empleando este 
software automatizado y se logró identificar efectivamente las señales encontradas como 
una combinación con los compuestos de la mezcla inyectada. El Anexo 3 muestra un ejemplo 
de los reportes generados aunque también se puede observar una gran cantidad de falsos 
positivos ya que el criterio espectrométrico se usó sin restricciones adicionales37. La Figura 
23 muestra la interface de AMDIS en la que se distinguen tres zonas. En la primera se 
observa el TIC en color blanco y los iones principales en rojo y azul. En la segunda se 
observa la extracción del espectro y en la tercera su comparación por biblioteca.  
  
                                                 
 
36 Institüt für Lebensmittel-, Arneimittel-und Umwelt-Analityk GmbH  
37 Por esta razón se decidió emplear AMDIS pues es un software automatizado que permite realizar la identificación manual a diferencia 
del DRS que genera directamente el reporte de resultados limitando la verificación de la información. 
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Figura 23. Deconvolución AMDIS. Coelución del azoxistrobin (344) y un isómero del dimetomorf (301). 
 
 
Con ayuda de esta valiosa herramienta de identificación de compuestos coeluyentes se 
realizaron variaciones en las cuatro fases distinguibles que estructuran el proceso de 
separación: (i) el ascenso hasta ~200°C que afecta en su mayoría a los compuestos más 
volátiles, (ii) separación isotérmica o muy lenta (iii) ascenso hasta ~280°C que promueve el 
tránsito de los compuestos menos volátiles y (iv) evacuación isotérmica de los compuestos 
de más alto peso molecular. En la práctica las variaciones estuvieron limitadas dentro del 
rango de ~60 °C hasta 280 °C, ya que sólo a partir de esta temperatura se asegura una 
transferencia del solvente desde las columnas capilares al exterior y sólo bajo 300°C se 
garantiza que la columna analítica conserva sus propiedades y su fase estacionaria [169].  
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Tabla 9. Programas de temperatura para identificación de compuestos y evaluación inicial de la 
separación. 
 
 
La Tabla 9 muestra las variaciones de un programa de temperatura existente en el equipo 
tomado como punto inicial para realizar 5 ensayos posteriores (M1-M5). Los ensayos se 
calificaron teniendo en cuenta varios parámetros importantes como número de compuestos 
identificados ( Tgt), el puntaje promedio de identificación (match) y la duración del análisis. 
De los métodos M4 y M5 se pudo observar que a los 40 min sólo se alcanzan ~200°C, tiempo 
insuficiente para evacuar todos los compuestos, así que se prefirió tener una rampa rápida 
al inicio para asegurar que todos los compuestos salieran en un tiempo razonable. Asimismo, 
comparando las rampas M3 y M2, una velocidad pronunciada en M2 (100 °C en 10 min) no 
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fue contraproducente pues se mantuvo una buena separación y buenos puntajes de 
identificación. Es claro que a pesar de que el promedio de calificación en todos los ensayos 
es superior al umbral (L) (Figura 24), en algunos métodos se observaron más falsos 
negativos ya que algunos compuestos obtuvieron  una calificación inferior a 60 puntos o no 
se lograron identificar. Por ejemplo, a pesar de que el match promedio del método M5 supera 
al método M1, el M5 sólo logró identificar 46 de los 49 compuestos identificados en el 
primer método. Sumado a esto, la duración de cada análisis supuso una selección del método 
M2 puesto que este ofreció buenos resultados siendo uno de los métodos más cortos y con 
mayor número de compuestos identificados. 
Figura 24. Comparación de puntajes de identificación de los métodos de separación. 
 
 
Una vez se identificaron las 58 señales y con base en los anteriores resultados, se realizaron 
variaciones al ensayo M2 manteniendo un tiempo de análisis de 58,75min con el objetivo 
de refinar la separación cromatográfica, mejorar la forma de los picos y seguir disminuyendo 
el tiempo de análisis. En el Anexo 4 se muestran los TICs de los métodos M2 (A, B, C, D) 
con variaciones estratégicas a M2 en las fases de separación (i-iv) en lo que respecta a los 
periodos isotérmicos y las pendientes de los programas de temperatura. En los recuadros 
rojos se observa que con un periodo isotérmico al inicio del método se retrasa todos los 
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compuestos y adicionalmente se obtiene un frente de solvente que puede ser eliminado con 
un aumento en la temperatura (> 60°C) una vez inicia el análisis para una mayor facilidad 
en la evacuación del solvente, esto sin afectar apreciablemente los compuestos de elución 
temprana. Por otro lado la disminución de la pendiente inicial (20 a 12°Cmin-1) tuvo un 
efecto positivo en el perfil del TIC con picos más agudos y separados ya que los picos se 
redistribuían de manera pareja en el tiempo, lo cual mostró una marcada dependencia del 
perfil cromatográfico con las condiciones del inicio del análisis. Como consecuencia, se 
decidió investigar más a fondo esta fase de la separación suavizando la primera rampa para 
los métodos M2C (1,2 y 3) al incluir un fraccionado por debajo de los 20 min (<200°C). 
Después de analizar la mezcla de plaguicidas con los programas de temperatura de la Tabla 
10, se observó una mejoría importante en la separación cromatográfica (método M2C3) con 
lo que se procedió posteriormente a agilizar la salida los últimos compuestos con lo que se 
disminuyó el tiempo de análisis a 39 min. 
  
 
 
 
 
 
 
En este punto y con el precedente de la aparición del frente de solvente evidenciado en 
algunos ensayos se decidió hacer una prueba para este programa de temperatura con la 
inyección IGV empleando el modo de VS desarrollado para el mismo instrumento. Este 
método se nombró MQ y consistió una temperatura inicial de 39,4ºC, flujo de venteo de 
63.8mL.min-1con una presión de 0 psi por 0.5min. Luego de cerrar la válvula, a los 0.53min 
la presión aumentó a 22.3 psi, la temperatura se incrementó a razón de 625ºC.min-1 a 
267.3ºC, valor que se mantuvo por 2.8 min, luego se llevó a 290ºC a razón de 100ºC.min-1 
y un flujo de 40mL.min-1 por la válvula de venteo entre los 3,5 y 6 min para limpiar el 
inyector. Posteriormente se disminuyó a 15mL.min-1 como ahorro hasta el final del análisis. 
La Figura 25 ilustra los TICs obtenidos con cada modo de inyección. Como se puede 
observar, en el modo VS (b) el tiempo de evacuación del solvente (recuadro azul), se incluyó 
en la primera parte del programa de temperatura del horno, dicha rampa (en el recuadro rojo) 
solo inició después de 3.83 min una vez los analitos son transferidos a la columna capilar. 
Cabe resaltar que la separación es muy similar pues el recuadro rojo muestra las mismas 
Tabla 10. Programas de temperatura M2C 
Método 
Rampa 
(°Cmin-1) 
Tiempo 
(min) 
Tiempo total 
(min) 
Temperatura 
(°C) 
M2C1 
 0 0 60 
12 11.25 11.25 195 
0 10 21.25 195 
3.5 24.28 45.54 280 
 15 60.54 280 
M2C2 
 0 0 60 
12 11.25 11.25 195 
0 5 16.25 195 
3 28.33 44.58 280 
 15 59.58 280 
M2C3 
 0 0 60 
20 4.5 4.5 150 
5 9 13.5 195 
0 5 18.5 195 
4 21.25 39.75 280 
 15 54.75 280 
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condiciones38 en cold splitless y VS, una vez se ha efectuado la transferencia de los analitos. 
Sin embargo, la diferencia más apreciable es una mejora evidente en la agudeza y forma 
general en el modo VS (sobre todo para la primera mitad), aumentando notablemente la 
eficiencia cromatográfica. Se puede además observar que existen varios componentes que 
parecen hombros o picos individuales en la inyección cold splitless pero que se logran 
diferenciar claramente en la inyección en modo VS. 
Figura 25. Comparación de dos modos de inyección SMFM 294. a) Cold Splitless y b) Venteo de 
solvente. 
  
 
Como consecuencia se decidió adoptar el modo de VS, ya que las inyecciones empleando 
ACN en este modo de inyección resultan aparentemente inalteradas produciendo resultados 
comparables con los obtenidos para un sistema optimizado previamente para AcOEt [168]. 
Cabe resaltar que el ACN no es en realidad el solvente más apropiado para el análisis por 
CG debido a su gran coeficiente de expansión, pero los resultados obtenidos nos permiten 
inyectar empleando este solvente pues de lo contrario sería necesario intercambiar el 
solvente por otros más adecuados como el tolueno, el hexano, el i-octano e incluso el acetato 
de etilo lo cual implicaría un paso adicional en la metodología.  
                                                 
 
38 Separación basada en el método MC3 pero finalizando a los 39 min. 
a) 
b) 
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Con el objetivo de disminuir el tiempo de análisis se realizaron tres modificaciones en las 
rampas MQ (1, 2 y 3), con lo cual se lograron mejores resultados. La Figura 26 muestra la 
comparación de los perfiles con la rampa MQ en la que la primera modificación permite 
acortar el análisis en cerca de 35 min. 
Figura 26. Rampas alternativas a MQ (TIC referencia superior/azul) con inyección por venteo de solvente. 
 
Finalmente, una variación del método MQ1 (A) eliminó un periodo de acople entre la 
temperatura inicial del inyector y el valor de partida de la separación (Figura 27: Ramp1) 
con lo que los compuestos se desplazaron a la derecha. Este corrimiento permitió ejecutar 
la adquisición completa de los compuestos más volátiles (metamidofos y diclorvos) con una 
distancia prudente de posibles cantidades remanentes que pudieran permanecer del frente de 
solvente. Estas condiciones suponen la separación más adecuada para los compuestos en 
estudio y a pesar de la posibilidad de incluir más familias de compuestos, esta rampa se 
consideró como el programa de separación definitivo. La siguiente sección incluye el estudio 
de la adición de nuevos compuestos bajo este mismo programa. 
Figura 27. Comparación del método de separación definitivo MQ1A con su antecesor MQ1 
 
  
64 Análisis de residuos de plaguicidas en frutas colombianas de exportación y cereales 
 
 Estudio de compuestos termolábiles 
Los N-metilcarbamatos (NMCs) son uretanos N-metil sustituídos con acción plaguicida que 
usualmente se analizan por CL empleando derivatización postcolumna con detección por 
fluorescencia ya que se aprovecha su hidrólisis a metilamina para formar un derivado 
altamente fluorescente. Actualmente la detección directa de estos compuestos se puede 
llevar a cabo empleando EM. En cualquier caso, las propiedades fisicoquímicas de dichos 
compuestos restringen el análisis hacia el uso de CL pues las condiciones drásticas de 
temperatura en la transferencia de los analitos a la columna39 en CG impiden la 
determinación cuantitativa de estos compuestos por su alto grado de descomposición en el 
puerto de inyección. Por ejemplo, en la inyección de la SMFM 294 al emplear el algoritmo 
PMB se pudo identificar los productos de degradación de varios compuestos que requieren 
condiciones especiales [92], en donde los compuestos identificados que se muestran en el 
Anexo 5 incluyen a los productos de degradación del diclofuanid (DMSA40), el folpet 
(Ftalimida), y el captan (1,2,5,6-tetrahidroftalimida). Para llevar a cabo la determinación de 
estos compuestos termolábiles en 2006 Zhang y Lee [170] implementaron la derivatización 
on-column41 para generar productos de NMCs térmicamente estables evitando este tipo de 
problemas.  
Como una alternativa a los procesos de derivatización, se empleó un inyector PTV que 
gracias a la baja inercia térmica de los materiales en los que está construido [101] se hizo 
posible disminuir al máximo la temperatura para la volatilización de los analitos al realizar 
la transferencia hacia la columna a valores más bajos que en un inyector SSL; además que 
permite establecer altas velocidades de calentamiento (hasta 760°C.min-1). Así pues, se 
inyectaron NMCs (10µg.mL-1) para identificar los compuestos carbaril (tipo aril-NMC) y 
carbofuran (heterociclo NMC) de los que se muestran los principales productos de 
degradación en la Figuras 28-29, respectivamente. 
  
                                                 
 
39 Tanto con inyección en caliente o en frío. 
40 N,N-dimetil-N’-fenilsulfamida. 
41 Derivatización con hidróxido de trimetilfenilamonio e hidróxido de trimetilsulfonio. 
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Figura 28. NMCs y productos de descomposición. a) Carbaril y b) 1-naftalenol. *Compuesto padre. 
 
 
  
Figura 29. NMCs y productos de descomposición. a) carbofuran, b) 3-hidroxicarbofuran, 
c) 3-cetocarbofuran, d) 7-fenolcarbofuran, e) 3-hidroxi-7-fenolcarbofuran, f) 3-ceto-7-fenolcarbofuran. *Compuesto padre 
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La Figura 28 muestra claramente la presencia de 1-naftalenol como el producto de hidrólisis 
del carbaril identificado en modo scan por la biblioteca NIST05.L. A partir del TIC es 
posible afirmar que la degradación de este compuesto es muy significativa, aún a 
concentraciones altas, lo cual permite inferir que la cuantificación a concentraciones 
inferiores (100-1000 veces) conllevaría muy seguramente a una pérdida completa de la señal 
del analito, principalmente por el aumento relativo de los sitios activos que aumentarían su 
descomposición. Por otro lado, se hicieron inyecciones de los estándares de plaguicida de 
los productos de descomposición del carbofuran (Figura 29) con excepción del compuesto 
(e) del que se conoce su identidad sólo por comparación PMB.  
Éstos compuestos son productos de oxidación e hidrólisis mixtos que conforman el conjunto 
(b-f) y a diferencia de la vía metabólica ninguno sufre oxidación hacia el derivado N-
hidroximetilado. Las señales mostradas corresponden a los estándares puros, sin embargo, 
en varios perfiles es posible apreciar la presencia de mezclas. Esto se puede evidenciar más 
fácilmente en la inyección del compuesto (c), en la cual se observó una señal de magnitud 
comparable del compuesto (f). Un caso análogo ocurre con el compuesto (b) con presencia 
de (e). En experimentos posteriores se evaluó la transformación de los compuestos 
empleando un inserto de vidrio recién silanizado en el cual se observó el mismo fenómeno. 
Los resultados se resumen en la Tabla 11 y suponen claramente procesos exclusivos de 
hidrólisis que generan los derivados 7-fenol y que a su vez descartan posibles reacciones de 
oxidación en precursores o productos. Esta degradación es promovida probablemente por la 
presencia residual de grupos tipo silanol en la superficie del vidrio del inserto. 
Adicionalmente, se descarta una degradación significativa en el trayecto de la separación o 
en regiones extracolumnares. Lo anterior se pudo inferir ya que la interacción con la fase 
estacionaria parece ser pequeña o muy rápida pues se relaciona con tiempos de retención 
tempranos que por coincidencia corresponden también con el peso molecular. 
Tabla 11. Estudio de los compuestos relacionados del carbofuran. 
Detectados () 
 
Inyectados 
10min---Tiempo de retención→15min 
d) f) e) a) c) b) 
Carbofuran       
3-cetocarbofuran        
3-hidroxicarbofuran       
7-fenolcarbofuran       
3-ceto-7-fenolcarbofuran       
Peso molecular (u) 164 178 180 221 235 237 
 
Para incorporar estos compuestos en el método de análisis instrumental y probar su posible 
determinación simultánea, se procedió a realizar una solución mezcla constituida por NMCs, 
sus productos de degradación y los demás plaguicidas. Así pues, se preparó 1mL de SMFM 
304 (ver  
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Anexo 6) con un volumen aditivo de soluciones stock cercano a 100 µL que, para integrarlos 
en una misma inyección, se llevó a volumen empleando la solución de plaguicidas SMFM 
294. Adicionalmente, se preparó una dilución de 10µg.mL-1 de PCB42  52, un compuesto a 
usarse como estándar interno (E.I.) el cual es adicionado a los inyectables antes de cada 
análisis. La Figura 30 muestra el perfil cromatográfico completo del método MQ1A. 
Figura 30. Perfil del método de separación incluyendo plaguicidas en SMFM 294 y 304 con E.I. 
 
 
Se procedió a realizar la inyección de la SMFM 304 en modo SIM43 a diferentes 
concentraciones. Los resultados que se muestran en la Tabla 12 permitieron estimar una 
respuesta lineal aparente con un R2~0,99. Respecto a la sensibilidad44 del sistema al ion de 
cuantificación se observan claramente dos grupos: (i) compuestos con buena sensibilidad, 
cercana a la unidad y (ii) compuestos con sensibilidad limitada (<0,1mL.µg-1). Asimismo, 
se observó que los compuestos pertenecientes al grupo (ii) no pudieron ser discriminados 
del ruido (NA) a concentraciones bajas lo cual imposibilitó su determinación 
simultáneamente con los demás plaguicidas. Un ejemplo es el carbaril y su producto de 
descomposición que no pudieron ser integrados a 0,1 µgmL-1, hecho por el cual se decidió 
abstenerse de incluirlo en el método. Respecto al carbofuran y sus compuestos relacionados, 
se presentó una situación análoga a la del aril-NMC, pues el producto de oxidación 3-
hidroxicarbofuran y su correspondiente producto de hidrólisis no se observaron a 0,05µgmL-
1. De hecho, como muestra la Figura 31, la integración del ión de cuantificación (negro) en 
los CEI45 a la menor concentración ensayada, sólo fue posible para los compuestos del grupo 
(i). Sin embargo, también debe observarse que la relación S/N fue bastante deficiente para 
estas señales, con excepción de la señal del carbofuran. Vale la pena destacar que 
precisamente sólo para dicha señal, además de una alta sensibilidad (1,094mL.µg-1), el pico 
a bajas concentraciones se obtuvo con un ruido instrumental relativamente bajo a pesar de 
apreciarse incompleto por un desplazamiento fuera de la estrecha ventana de adquisición.  
Tabla 12. Cuantificación de NMCs en modo SIM. Evaluación preliminar de sensibilidad y respuesta lineal. 
Respuesta del ión de  Concentración (µg.mL-1) m R2 
                                                 
 
42 PCB: Polychlorinated biphenyl. PCB52: (2,2',5,5'-Tetraclorobifenilo) El pico alto e incompleto es el E.I. 
43 Los detalles de la construcción del método de adquisición en modo SIM se abordan en la sección 4.1.3. 
44 Pendiente de la ecuación de la recta (m) 
45 Cromatograma de extracción de iones. 
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cuantificación (Relativa al E.I.) 10,000 1,000 0,500 0,100 0,050 0,025 (mL.µg-1) 
7-fenolcarbofuran  9,5494 0,6147 0,2454 0,1083 0,0566 0,0281 0,963 0,9984 
7-fenol-3-cetocarbofuran  11,7999 1,0058 0,3892 0,1689 0,0821 0,0452 1,184 0,9995 
7-fenol-3 hidroxicarbofuran  0,1908 0,0242 0,0111 0,0052 NA NA 0,019 0,9997 
1-naftalenol 0,3046 0,0951 0,0554 NA NA NA 0,025 0,9896 
Carbofuran 10,9081 1,0729 0,4413 0,1125 0,0356 0,0049 1,094 0,9999 
3-cetocarbofuran  9,1370 0,8157 0,3253 0,0997 0,0395 0,0117 0,918 0,9998 
3-hidroxicarbofuran  0,7138 0,1037 0,0375 0,0177 NA NA 0,070 0,9984 
Carbaril 0,8267 0,0688 0,0254 NA NA NA 0,084 1,0000 
Figura 31. CEI de una inyección de NMCs a 0,050µgmL-1. 
 
 
De esta manera y por las razones expuestas anteriormente, se optó por realizar únicamente 
la cuantificación del carbofuran y su producto de hidrólisis (7-fenolcarbofuran). Por 
consiguiente, se realizó una estimación del grado de descomposición del carbofuran al 
comparar las señales correspondientes a cada compuesto teniendo en cuenta que comparten 
el ion 149 en el programa de monitoreo de iones. Para calcular el % de degradación (%D), 
la Figura 32 muestra una inyección en modo scan de carbofuran, en donde las relaciones 
entre el primer ión de calificación y el ión de cuantificación del 7-fenolcarbofuran es 77,9 
(%Exp) como se muestra en la figura el %D es bastante grande correspondiendo a un 68,4%.  
Asimismo, para probar el efecto de la matriz se empleó un extracto de pitaya a la misma 
concentración con el que se logró disminuir en más de 10 veces el %D. En la Figura 33 se 
muestra un pico con mayor ruido pero menor degradación. Por esta razón fue posible llevar 
a cabo la determinación de carbofuran en matriz gracias a que se lograron demostrar las 
siguientes condiciones: 
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1. El carbofuran es un compuesto termolábil, sin embargo durante el análisis no sufre 
oxidaciones sino que su descomposición se limita a la hidrólisis (único producto). 
2. Es posible detectar el carbofuran y su producto de hidrólisis a baja concentración.  
3. Es posible detectarlos a las concentraciones propuestas de trabajo y se logró 
evidenciar una disminución sustancial del %D al realizar la inyección en matriz. 
Figura 32. Inyección de carbofuran en solvente. Estimación del % de degradación. 
 
%𝐷 =
𝑅𝑒𝑠𝑝𝑢𝑒𝑠𝑡𝑎𝐶𝑎𝑟𝑏𝑜𝑓𝑢𝑟𝑎𝑛
(𝑅𝑒𝑠𝑝𝑢𝑒𝑠𝑡𝑎𝐶𝑎𝑟𝑏𝑜𝑓𝑢𝑟𝑎𝑛 + 𝑅𝑒𝑠𝑝𝑢𝑒𝑠𝑡𝑎7−𝑓𝑒𝑛𝑜𝑙𝑐𝑎𝑟𝑏𝑜𝑓𝑢𝑟𝑎𝑛)
∗ 100 =  
9801950 ∗ 0,779
3534129 + 9801950 ∗ 0,779
∗ 100
= 68,4% 
Figura 33. Inyección de carbofuran en extracto de pitaya. Estimación del % de degradación. 
 
%𝐷 =
𝑆𝐶𝑎𝑟𝑏𝑜𝑓𝑢𝑟𝑎𝑛
(𝑆𝐶𝑎𝑟𝑏𝑜𝑓𝑢𝑟𝑎𝑛 + 𝑆7−𝑓𝑒𝑛𝑜𝑙𝑐𝑎𝑟𝑏𝑜𝑓𝑢𝑟𝑎𝑛)
∗ 100 =  
5143 ∗ 0,779
84831 + 5143 ∗ 0,779
∗ 100 = 4,5% 
 
Es importante aclarar que no se tuvo en cuenta para este análisis exploratorio la tercera 
familia de NMCs, los tipo oxima (aldicarb, metomil y oxamil), ya que son moléculas mucho 
más polares y pequeñas que limitan el análisis de manera exclusiva a la CL. Estos 
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compuestos son mucho más lábiles y presentan múltiples productos de descomposición 
térmica hacia compuestos tipo sulfóxido, sulfona, oxima y nitrilo.  
 Método de limpieza instrumental 
Teniendo en cuenta que en los ensayos realizados en las secciones anteriores se usó como 
base la solución mezcla de plaguicidas en solvente, se procedió a evaluar la configuración 
backflushing durante el análisis instrumental. Esta técnica tiene el objetivo de eliminar al 
máximo la posibilidad de la entrada de no volátiles hacia la columna analítica que son 
propios de las matrices a emplear ya que pueden contaminarla en detrimento de su 
desempeño. La configuración original de este equipo fue descrita en el numeral 7. y 
mostraba que todo el efluente pasaba por un primer retention gap, luego por la columna y 
al final por otra sección de retention gap hacia el detector. Bajo estas condiciones, sólo se 
podía programar un backflushing al terminar el análisis (ver Anexo 7) (postrun). 
Inicialmente, este sistema fue diseñado para evitar un cambio abrupto de presión en la 
cámara de vacío cuando, por ejemplo, se quiere cambiar de columna, ya que funciona 
empleando una línea auxiliar de helio que restringe la entrada de aire a la cámara de vacío. 
Ahora bien, en el postrun backflushing, las impurezas que entran a la columna deben 
atravesar todo el trayecto desde el extremo final de la columna analítica hacia el inicio para 
ser eliminados por la válvula de venteo del puerto de inyección, lo cual constituye un retorno 
demasiado largo para ser eficiente. Luego entonces, se decidió reconfigurar el ensamblaje 
neumático de modo que se asegurara la menor posibilidad de contaminación de la columna 
analítica al inyectar extractos de matriz. En ese sentido, se conectó el puerto de inyección 
PTV a 5m de retention gap y éste a su vez se acopló a la columna de 30 m, la cual terminó 
conectada directamente en la interfaz del detector EM. Para la conexión entre las columnas 
se eliminó la unión de cuarzo, la cual se usaba inicialmente, y se empleó el divisor de flujo 
con EPC para tener disponible una línea modulable de He en este punto. En aplicaciones 
como el análisis de residuos de plaguicidas la selectividad de la fase estacionaria 
generalmente siempre es de baja polaridad, lo cual permite trabajar con la misma columna 
y cambiarla sólo hasta cuando se decide renovarla. Por esta razón se decidió aprovechar el 
gas auxiliar en un “backflushing concurrente” el cual permite mantener la presión en la 
cabeza de la columna al mismo tiempo que se invierte el flujo en la primera sección 
(retention gap) obteniendo un venteo hacia puerto de inyección. En la versión electrónica 
de este documento se muestra una descripción ilustrativa en un videoclip (aquí). La Figura 
34 muestra un esquema comparativo entre las dos configuraciones.  
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Figura 34. Configuración CG-EM. (a) Postrun backflushing y (b) backflushing concurrente. (Inversión ) 
 
Como el backflushing concurrente ocurre a partir del retention gap, a diferencia del postrun 
backflushing, fue necesario tener en cuenta ciertas precauciones para asegurar un correcto 
funcionamiento del equipo. La implementación de la técnica inspirada por los adelantos de 
Mastovksa et.al. [110] se relaciona en los siguientes experimentos y tuvo como objetivo 
determinar el tiempo mínimo que debe esperarse después de la inyección para que pueda 
apagarse la presión del inyector y empiece la inversión del flujo, sin incurrir en pérdidas de 
analito. Sin embargo, la evaluación del tiempo en el que los compuestos son transferidos a 
la columna analítica demanda del uso de una configuración diferente debido a que podrían 
quedar residuos de solvente después del venteo, que, de llegar a la cámara de ionización 
(~10-6torr) podría fundir el filamento del EM. Estos cuidados no son exclusivos de este tipo 
de detector ya que, por ejemplo, los detectores de fotoionización también requieren un 
periodo inicial de inactividad mientras se asegura la evacuación del frente de solvente. 
Así pues, continuando con la investigación se evaluó el tiempo en el que analitos de 
diferentes características (elución temprana, media y tardía) atravesaban en su totalidad el 
retention gap empleando un sistema de detección más robusto. Por consiguiente, se conectó 
directamente el retention gap a un detector µECD 63Ni y se hicieron inyecciones 
individuales de los compuestos que se muestran en la Figura 35. 
 
a) 
b) 
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Figura 35. Inyección de analitos de diferentes características en la configuración retention gap- µECD 
63Ni.  
 
Diclorvos, PCB 52 y azoxistrobin. tR: 0,927, 3,119 y 9,046 min respectivamente. µECD 63Ni. Longitud retention gap: 5 m. 
 
Como se puede observar, el compuesto más demorado no supera los 10 minutos. En 
principio, estos resultados no se esperaban ya que el método finaliza a los 33 minutos lo cual 
indica que la evacuación de los compuestos en sólo 5 m se gasta un tercio del tiempo total. 
Además, a pesar de que los siguientes 30 m de columna analítica supondrían una interacción 
que implica la retención temporal de los analitos, el tránsito de los compuestos parece ser 
más demorado en la primera parte del proceso. Esto podría relacionarse con la etapa de 
transferencia de los analitos desde el puerto de inyección hasta los capilares y por 
consiguiente el traspaso a la sección de separación podría tener un rol preponderante en el 
deterioro del desempeño cromatográfico, por ejemplo, por la exposición de los compuestos 
a un estrés térmico prolongado. Así pues, se restableció la configuración de backflushing 
concurrente y se varió el tiempo de inicio de los experimentos como muestra la  Figura 36 
dónde en los primeros cromatogramas se evidenció la ausencia de varias señales indicando 
la pérdida de una gran cantidad de analitos tardíos. 
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Figura 36. Inyección de SMFM 296 y ejecución del backflushing concurrente. Tiempos de partida (8-11) min. 
 
 
Teniendo en cuenta estos resultados, se realizaron experimentos adicionales aumentando el 
tiempo de inicio de la inversión del flujo (>10 min), con lo que se definió un mínimo de 13 
min con el que se logró detectar los compuestos con elución más tardía como por ejemplo 
los piretroides de la Figura 37. 
Figura 37. Extensión del inicio del backflushing concurrente. Tiempos de partida definido 13min. 
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4.1.2 Inyección con temperatura programada 
Como se explicó en la sección 4.2.2 la inyección de grandes volúmenes empleando el puerto 
de inyección PTV alcanzó una gran popularidad desde su incursión en el mercado gracias a 
los beneficios que otorga este sistema en cuanto a versatilidad práctica y diversidad de 
campos de aplicación. En todos los experimentos realizados hasta el momento se realizó una 
inyección at-once de 4 µL en los modos cold splitless y VS empleando una jeringa de 10 
µL, la cual podría considerarse una aplicación IGV ya que usualmente en la mayoría de 
aplicaciones SSL se inyecta como máximo 1-2µL. A diferencia de otras técnicas IGV, la 
evaporación y la transferencia no ocurren simultáneamente ya que en el modo VS se cuenta 
con una serie de pasos bien diferenciados. Estos pasos pueden ser resumidos en dos fases 
clave según el programa de temperatura del inyector: (i) la introducción de la muestra y 
venteo de solvente en “frio” y (ii) la transferencia de analitos en caliente. Adicionalmente, 
una vez el inyector está caliente después de la transferencia, como se incorporó el programa 
de limpieza instrumental se realiza un procedimiento de mantenimiento durante la inversión 
de flujo (con la válvula de venteo abierta) análogo al bakeout que se emplea con muchos 
detectores cuando resultan saturados o contaminados. Teniendo en cuenta esto es posible 
esquematizar el ciclo completo de programas de temperatura en la Figura 38. 
Figura 38. Esquema general del programa de temperatura para la inyección en modo de venteo de solvente. 
 
Pasos del proceso delimitados con lineas discontínuas. El eje horizonta representa el tiempo, Ti y Tf: Temperatura 
inicial y final del inyector PTV respectivamente, (ON/OFF): Apertura y cierre de válvulas, BKF: Backflushing 
concurrente. 
 
Como se observa en la figura anterior, cuando se realiza la inyección, el cuerpo del puerto 
de inyección permanece a una temperatura inicial (Ti) la cual debe ser inferior al punto de 
ebullición del solvente. Durante este paso se debe mantener la válvula de venteo abierta a 
una presión de 0 psi por un periodo de tiempo (tv) necesario para asegurar que el solvente, 
inicialmente en estado líquido, se vaporiza por completo promovido por un flujo de venteo 
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(Fv) que permita eliminar el solvente sin incurrir en pérdidas significativas de los analitos 
más volátiles. Posteriormente, en el siguiente paso se cierra la válvula de venteo y al mismo 
tiempo se enciende el EPC del PTV para aumentar la presión del inyector (Pi) la cual 
conduce a la transferencia de la muestra hacia el retention gap, gracias a un aumento súbito 
hasta la temperatura final (Tf). Como se evidenció anteriormente, a pesar de que se esperaría 
que no se establezcan equilibrios en el capilar sin fase estacionaria que retrasen a los 
compuestos, la transferencia de los analitos es un proceso que consume bastante tiempo. De 
hecho, se evidenció que sólo después de transcurridos los primeros minutos se logra 
completar la transferencia desde el retention gap a la columna analítica. Así pues, una vez 
se asegura que el último plaguicida ha pasado a la columna analítica y que no se perderá al 
invertir el flujo del primer capilar (13 min), se puede iniciar el backflushing. Se apaga la 
presión del inyector y se abre la válvula de venteo durante el transcurrir del análisis, con la 
intención de que los compuestos menos volátiles al interior serán expulsados del sistema al 
retornar por los 5 m ya recorridos para salir finalmente por la válvula de venteo del inyector 
caliente. Este proceso se continúa ejecutando por el tiempo restante del análisis, periodo en 
el cual se espera que el inserto se limpie completamente, quedando listo para la siguiente 
inyección. En la versión electrónica de este documento un videoclip (aquí) muestra el 
proceso y detalla algunos pasos mientras se ejecuta una inyección. 
Ahora bien, se podrían tener en cuenta otros factores a partir de la experiencia de otros 
autores [168] como la Tf o la velocidad de inyección, sin embargo ya se sabe a priori que 
los mejores resultados se logran empleando el máximo posible que permite el equipo. Así 
pues, teniendo en cuenta que en realidad los parámetros con mayor relevancia durante el 
procedimiento de inyección en modo VS son los citados anteriormente (Ti, Pi, tv y Fv) se 
planteó el experimento de optimización autodirigida llamado “Simplex A” empleando un 
conjunto de valores iniciales sólo para las cuatro variables mencionadas con sus módulos de 
paso46. Así pues, se decidió iniciar el algoritmo del simplex modificado empleando una 
inyección at once de la mitad del volumen nominal de la jeringa del instrumento (5 µL) en 
modo SIM, con el objetivo de obtener una mayor respuesta del equipo. Se empleó la SMFM 
294 como solución de prueba y como variable respuesta se estableció la altura promedio de 
los picos para así obtener una idea general de la sensibilidad del sistema. Además se 
consideró que lo realmente importante era obtener señales más eficientes que permitieran 
obtener una relación S/N alta. El conjunto del So para el Simplex A se muestra en la Tabla 
13. 
 
Tabla 13. Simplex inicial A (So A) para optimización del PTV en modo VS. Inyección de 5 µL 
                                                 
 
46 Condiciones de partida Simplex A: Ti= (39,4|MP: 2) °C, Fv= (63,8|MP: 5) mLmin-1, tv= (0,5|MP: 0,1) min, Pi= (22|MP:1) psi 
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Simplex Ti (°C) Fv (mLmin-1) tv (min) Pi (psi) 
S1 38,4 66,3 0,45 21,5 
S2 40,4 66,3 0,55 21,5 
S3 40,4 66,3 0,45 22,5 
S4 38,4 61,3 0,55 22,5 
S5 40,4 61,3 0,45 21,5 
Después de 7 proyecciones no se observaron cambios favorables para el sistema, con lo que 
se reevaluó la conveniencia de las proyecciones realizadas con base en sus efectos, lo cual 
puso en evidencia que los cambios realizados en los experimentos no lograron variaciones 
apreciables más allá de desplazamientos y ligeras diferencias similares a la variabilidad por 
repetibilidad de la inyección (Figura 39). 
Figura 39. TICs simplex A (S1-S5). Compuestos con elución a) temprana (9-13) min y b) tardía (26-32) min. 
 
 
 
 
a) 
b) 
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Se decidió entonces realizar dos cambios de suma importancia con base en los resultados 
anteriores, con el objetivo de conseguir resultados que reflejaran verdaderas mejoras del 
sistema a través de la optimización. Así pues, se construyó un nuevo simplex inicial 
denominado “Simplex B” (SoB) en el cual se duplicó el MP47 en pro de evidenciar efectos 
significativos en cada paso de la experimentación. Igualmente, como se observó que los 
cambios durante el desarrollo de las reflexiones incluían un desplazamiento considerable, se 
hizo necesario seleccionar compuestos que se encontraran en una ventana de adquisición 
suficientemente ancha para evitar su omisión48 y por otro lado que fueran lo suficientemente 
“sensibles” a los cambios realizados para agilizar la finalización de la optimización. Por esta 
razón se resolvió emplear un grupo de compuestos como indicadores del estado del sistema. 
Entre estos compuestos se seleccionaron diez señales clave distribuidas a lo largo del perfil 
cromatográfico. Los compuestos seleccionados (tR: min) se enumeran a continuación:  
 
1. diclorvos (9,5) 6. 4,4’-DDT (22,1) 
2. diazinón (14,0) 7. β-ciflutrina (26,5) 
3. m-paratión (15,4), 8. cipermetrina (29,0) 
4. metalaxil (15,8) 9. difenoconazol (29,3) 
5. fentión (17,1) 10. deltametrina (29,8) 
 
Bajo este marco se construyó y se desarrolló la optimización autodirigida con un nuevo 
simplex que se presenta en la Tabla 14, con el cual se logró una situación muy diferente a la 
anterior (SoA) ya que las señales de ambos extremos del perfil se lograron mejorar de 
manera  apreciable como se buscaba. Los cambios fueron muy superiores a la dispersión 
generada por el sistema instrumental tal como se evidencia en la Figura 40. En esta serie de 
experimentos se observó que el experimento S8 produjo una señal superior a las obtenidas 
durante el simplex inicial y además que no logró ser superada por proyecciones posteriores, 
con lo cual se detuvo el experimento de optimización pues no valía la pena continuar con 
valores incluso menores al S9 (segundo mejor). 
  
                                                 
 
47 Condiciones de partida Simplex A: Ti= (39,4|MP: 4) °C, Fv= (63,8|MP: 10) mLmin-1, tv= (0,5|MP: 0,2) min, Pi= (22|MP:2) psi 
48 Este tipo de problemas se observan en la parte a) de la Figura N°40. Un compuesto ~ 13,5 min aparece recortado debido estos efectos. 
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Tabla 14. SoB (S1-S5) y optimización del modo VS. Inyección de 5 µL. * El EPC del 7890A  permite hasta 3 cifras decimales. 
Simplex Ti (°C) Fv (mLmin-1) tv (min) Pi (psi)* Altura media 
S1 36,9 68,8 0,4 21 472444 
S2 41,9 68,8 0,6 21 365185 
S3 41,9 68,8 0,4 23 215271 
S4 36,9 58,8 0,6 23 380310 
S5 41,9 58,8 0,6 21 478598 
S6 36,9 58,8 0,6 20 308354 
S7 38,15 61,3 0,55 20,75 432150 
S8 35,02 55,05 0,38 21,875 537453 
S9 31,59 48,18 0,26 22,313 514561 
S10 39,09 63,18 0,26 19,313 292828 
S11 37,45 59,89 0,52 22,078 500858 
S12 37,49 59,89 0,30 22,227 512182 
 
Figura 40. TICs simplex B (S4-S9). Compuestos con elución  
a) Temprana (9-15) min y b) tardía (26-32) min. 
 
 
Al graficar estos resultados de manera individual (para cada señal) fue posible observar una 
tendencia general común en la optimización como se observa en la Figura 41. Este 
comportamiento sugiere que se logró mejorar en los últimos ensayos en compuestos como 
el diclorvos o la cipermetrina (sin embargo fueron inferiores al S8), no obstante, también 
compuestos como el m-paration, 4,4’-DDT o la deltametrina empeoraron perceptiblemente. 
  
a) 
b) 
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Figura 41. Evolución del simplex para las 10 señales seleccionadas 
 
Los resultados mostraron que se logró mejorar la calidad del perfil cromatográfico en 
términos de sensibilidad, sin embargo, se podría llegar a pensar que la mejora no se debe al 
algoritmo de optimización (al tener en cuenta las circunstancias del experimento), sino a una 
posible concentración del inyectable durante la optimización. Esta consideración surge 
principalmente de la naturaleza secuencial del simplex ya que en la práctica se hace uso de 
un periodo largo para cada experimento (1 h aprox. entre una inyección y la siguiente) y 
además que durante este lapso de tiempo (incluyendo las repeticiones), el inyectable 
permanece perforado en la bandeja en espera de la siguiente inyección. Por esta razón, se 
dispuso una verificación empleando el mismo inyectable con el fin de eliminar cualquier 
tipo de duda al respecto. En la Figura 42 se observa una comparación entre la mejor 
respuesta (S8) y la repetición de una de las respuestas inferiores (S3). Según los resultados 
se puede decir que no cabe duda de que la mejora en el desempeño del sistema no se debe a 
que el inyectable se encontrara más concentrado sino a la convergencia sinérgica entre los 
parámetros que logran aumentar contundentemente la respuesta a lo largo de todo el perfil 
cromatográfico. 
Figura 42. Verificación de la optimización bajo las condiciones experimentales S8 comparando 
posteriormente con S3 empleando el mismo inyectable. 
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4.1.3 Evaluación de las condiciones de análisis 
 
En esta sección se discuten y se definen aspectos críticos respecto al alcance y la 
conveniencia de algunos aspectos de la metodología desarrollada y se toman decisiones muy 
relevantes para el desarrollo posterior realizado en el estudio. Antes de continuar se debe 
recordar que la razón fundamental del desarrollo de las metodologías es que al emplear un 
método sencillo y rápido de análisis se logren determinar los residuos de plaguicidas a los 
niveles requeridos por la legislación aplicable para poder expedir un resultado con suficiente 
confianza con base en este soporte documental. Así pues, teniendo en cuenta que ambas 
versiones del método QuEChERS son muy similares pero tienen distintos rasgos, tanto en 
los pasos de extracción como en los de limpieza (esquema representativo del procedimiento 
en la Figura 43), se realizó la preparación de los reactivos de las dos versiones oficiales de 
modo que los análisis se realizaran de manera simultánea. En estos estudios se emplearon 
las matrices de las frutas tropicales uchuva, tamarillo, granadilla, pitaya y banano bocadillo. 
Como primer paso se realizó la preparación de estas muestras, lo cual requirió limpiar las 
frutas del material ajeno a estas, despuntar la corona del bananito y de la pitaya (Grupo 14 
de las guías del Codex Alimentarius [171]), lavar intensamente todas las unidades y cortarlas 
transversalmente para su posterior homogenización. Después del procesamiento en un 
homogenizador industrial para la obtención de un puré, cada matriz se rotuló debidamente 
y se conservó para posteriores análisis alrededor de 100 g por empaque ziplock evitando 
dejar residuos de aire para impedir su deterioro en el congelamiento (-20°C). Para el 
momento de su uso se dejó reposar la matriz fuera del congelador por tiempo suficiente y se 
homogenizó manualmente el contenido del empaque una vez se había descongelado para 
poder tomar las porciones analíticas de puré evitando la segregación de material o líquido. 
Posteriormente se tomaron las porciones analíticas y se desarrolló el procedimiento de 
análisis por cada método. 
Figura 43. Representación esquemática de las diferencias en las versiones oficiales del método 
QuEchERS.  
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Una vez obtenidos los extractos de matriz se realizó una inyección en modo scan para 
conocer los perfiles cromatográficos de los extractos blancos y así contrastar las señales de 
lo que se puede extraer por ambos métodos en cada matriz. Así pues, las imágenes en la 
Figura 44 muestran los perfiles sobrepuestos de ambas versiones del método QuEChERS 
para cada extracto de fruta. 
 
 
 
 
 
Figura 44. TICs de inyección de extractos de matriz versiones oficiales AOAC y CEN. 
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Continuación Figura.44. TICs de inyección de extractos de matriz versiones oficiales AOAC y CEN. 
 
 
Como se puede observar, los perfiles cromatográficos son característicos para cada fruta y 
la mayoría de picos se comparten en ambas versiones aunque con cambios sustanciales en 
intensidad diferenciando apreciablemente un método del otro. En primer lugar se pudo 
evidenciar que el rango del eje de intensidad para los TICs del tomate de árbol, de la pitaya 
y hasta de la granadilla permaneció alrededor de107 cuentas, mientras que en el caso del 
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bananito y la uchuva este fue superado en cerca de un orden de magnitud. Sin embargo, en 
esta última se observó un perfil particularmente más complejo con muchas más señales 
distribuidas a los largo del TIC. Esta gran cantidad de señales podrían considerarse como el 
perfil más “sucio” dentro del grupo de matrices ensayadas. Por otro lado, la comparación de 
cada versión deja ver una diferencia aún más clara y consistente para todas las matrices ya 
que se puede observar que en el método CEN se generan TICs mucho más simples en 
términos de intensidad y número de señales, con excepción del caso de la pitaya en dónde 
los perfiles son casi equivalentes. Teniendo en cuenta lo anterior, se podría decir que los 
extractos obtenidos por el método AOAC son menos convenientes pues sus señales 
asociadas a compuestos endógenos podrían actuar como interferentes coextraídos con los 
analitos. Asimismo, se encontró que la uchuva es la matriz que genera extractos más sucios, 
particularmente por el método AOAC. Por el contrario con la pitaya, empleando cualquiera 
de las dos versiones del método QuEChERS, se producen los extractos menos complejos. 
 Método de adquisición SIM 
 
La herramienta de deconvolución fue muy útil para la identificación de las señales obtenidas 
en modo scan pues permitió adjudicar con certeza la identidad de los plaguicidas a un tR 
característico como se vio en la Figura  24. Se logró constatar la presencia de todos los 
plaguicidas y además de otros compuestos como algunos productos de degradación. Por 
consiguiente, después de establecer la identidad de cada señal, se consolidó un método SIM 
con dos objetivos: (1) aislar las señales que permanecían sin resolver y (2) aumentar la 
sensibilidad del sistema de detección. En este estudio se construyeron dos versiones del 
método SIM, el primero fue un método SIM preliminar para adelantar de manera transitoria 
varios ensayos que se abordarán a continuación y el segundo fue el método definitivo 
empleado en la metodología a validar. Así pues, para la construcción del método SIM 
preliminar se consideró principalmente el alto grado se selectividad que proporcionan los 
iones característicos (p.e. plaguicidas halogenados) y, en lo posible, las relaciones m/z 
mayores a 100 -200 unidades. La Figura 45 a continuación muestra una representación 
esquemática de los 28 grupos que se crearon para construir este método SIM. Algunos 
grupos contienen más compuestos que otros, pero en general se procuró elegir los iones de 
manera uniforme teniendo en cuenta que se contara con suficiente cantidad de tiempo para 
las transiciones entre los grupos. El Anexo 8 muestra una tabla con los detalles del inicio de 
cada grupo, el número y los iones monitoreados en el transcurso de la adquisición. 
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Figura 45. Representación esquemática en AMDIS de los 28 grupos del método SIM preliminar sobre el TIC.  
En la parte inferior se muestra un recuadro aislado y los nombres de los compuestos asociados. 
 
La construcción de este método SIM permitió establecer los criterios que refuerzan la 
identificación de los compuestos empleando el tiempo de retención y la intensidad relativa 
de los iones calificadores con el ión objetivo empleado para la cuantificación. Las relaciones 
entre los iones que se registraron en la creación del método son muy similares a las 
proporciones que se podrían obtener de los espectros que se encuentran en la biblioteca ya 
que corresponden a la inyección de los compuestos en solvente. No obstante, se debe dejar 
claro que en la práctica la identificación de los compuestos se realiza en extractos de matriz, 
lo cual cambia totalmente la perspectiva de la confirmación del análisis ya que los 
compuestos endógenos de las muestras y el aumento natural del ruido influyen fuertemente 
en la consistencia de dichas proporciones. Así pues, la estrategia práctica que se siguió en 
este estudio y que se considera la más aconsejable, es realizar siempre la comparación de 
proporción de iones con fines de confirmación empleando los valores que se obtengan en el 
nivel de estándar en matriz que, sin ser idénticos, tienen una mayor similitud en términos de 
condiciones del instrumento y de la muestra. Adicionalmente, la comparación entre señales 
en las mismas condiciones permite tener en cuenta esos efectos de la matriz que son bastante 
significativos, sobre todo al trabajar a baja concentración. En el numeral 8 se entrega 
evidencia objetiva que soporta la especificidad de las metodologías validadas, con lo que la 
identificación de los analitos por comparación de al menos dos proporciones de la 
abundancia de los iones seleccionados se considera como prueba cualitativa positiva que 
descarta la necesidad de análisis confirmativos adicionales [172].  
Ahora bien, después de inyectar los extractos de matriz con los compuestos de la mezcla 
SMFM 294 a 20 ng.mL-1 empleando el método SIM preliminar, se logró evidenciar que los 
compuestos endógenos distinguidos previamente en los perfiles de los extractos 
efectivamente si influyen en la determinación de algunos compuestos incluidos en la 
metodología, tanto así, que fue necesario hacer modificaciones en algunos grupos SIM. 
Estos cambios se realizaron con la intensión de omitir el efecto de algunas interferencias 
sobre el ión de cuantificación, intercambiándolo por alguno de los iones diagnóstico con 
selectividad admisible y suficiente sensibilidad. Así pues, por ejemplo para el compuesto -
HCH se decidió intercambiar el ión de cuantificación 219 por el ión calificador 217, caso 
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similar al del isómero α del endosulfan, el cual a diferencia de su β-isómero, tenía una 
interferencia en todas las matrices para el ión de cuantificación 237 que tuvo que 
reemplazarse por el ión 337. Estos cambios obedecieron a la elección deliberada de iones 
más selectivos por tener una relación m/z mucho mayor que no presentaba este tipo de 
interferencias, a pesar de que fueran menos abundantes. 
  Evaluación preliminar de los analitos 
Una vez consolidado un método SIM para el análisis de los plaguicidas de la mezcla SMFM 
234 se procedió a realizar una estimación de la sensibilidad del sistema empleando los 
extractos de matriz de cada versión del método QuEChERS. Se llevó a cabo una revisión 
detallada de la calidad de las señales de una dilución a partir de la que se pudo estimar la 
respuesta de los compuestos a una concentración de 10µg.kg-1. Como se esperaba, se 
observó que las interferencias dificultaban la integración de los picos en los CEI en modo 
tal que muchos compuestos no lograron ser diferenciados del ruido de matriz. Por ejemplo, 
los extractos producidos con uchuva presentaron un mayor número de interferencias, 
mientras que el extracto de pitaya fue uno de los más limpios y fáciles de integrar. 
Igualmente, se observó en todos los extractos una pérdida total de las señales 
correspondientes a varios compuestos como metamidofos, cimoxanil, monocrotofos, 
dimetoato, diclofuanid, captan y folpet entre otros. Estos resultados se relacionaron con la 
presencia de grupos altamente polares y un gran potencial de degradación derivado de la 
estructura química de estos compuestos. Adicionalmente, se evidenció que compuestos 
como el propargite y el TPP presentaron un deterioro total en términos de apariencia, que 
después de varios intentos terminó limitando toda posibilidad de integrar los iones del CEI. 
No obstante, es importante aclarar que a pesar de que se presentaron dichos problemas, 
dónde hubo un detrimento de la calidad de algunas señales, al mismo tiempo a las demás 
señales les ocurrió algo totalmente contrario. Al emplear inyecciones en extracto de matriz 
se evidenció una gran mejora en la mayoría de los compuestos como un notable 
mejoramiento de la simetría, una disminución considerable del tailing y en general un mejor 
desempeño cromatográfico para las señales que si se veían. Por consiguiente, al emplear 
extractos de matriz se planteó una situación ambigua, en la que por un lado se perdía la 
posibilidad de cuantificar algunos plaguicidas y por el otro, se presentaban mejoras 
sustanciales para otros, con la ventaja de que al usar niveles en matriz, sí se simulaban las 
condiciones reales de una muestra a analizar. Así pues, después de confrontar por completo 
los resultados de todos los compuestos para cada extracto se concluyó que por diversas 
razones (ruido excesivo, grandes interferencias que ocultaban las señales, pérdida de la 
forma) resultó imposible detectar 20 de los 53 compuestos iniciales a bajas concentraciones, 
lo cual dejó únicamente alrededor del 60% (33) disponibles para cuantificación. Los 
plaguicidas seleccionados y sus LMRs se muestran en la Tabla 15. 
Tabla 15. LMR plaguicidas seleccionados (µg.kg-1). N: No disponible. *Valor mínimo para establecer el LOQ 
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Plaguicida Banano Granadilla Pitaya  Tomate Uchuva 
1 Diclorvos 10 * 10 * 10 * 10 * 10 * 
2 Heptenofos N  N  N  N  N  
3 a HCH 10 * 10 * 10 * 10 * 10 * 
4 HCB 10 * 10 * 10 * 10 * 10 * 
5 g HCH 10 * 10 * 10 * 10 * 10 * 
6 Pirimetanil 100  50 * 50 * 1000  1000  
7 Diazinon 10 * 10 * 10 * 10 * 10 * 
8 Clorotalonil 200  10 * 10 * 2000  2000  
9 m-paration 20 * 20 * 20 * 20 * 20 * 
10 Alaclor 50 * 50 * 50 * 100  100  
11 metalaxil 50 * 50 * 50 * 200  200  
12 Fenitrotion 10 * 10 * 500  10 * 10 * 
13 malation 20 * 20 * 20 * 20 * 20 * 
14 fention 10 * 10 * 10 * 10 * 10 * 
15 Clorpirifos 3000  50 * 50 * 500  500  
16 Isofenfos N  N  N  N  N  
17 Fentoato N  N  N  N  N  
18 Endosulfan a 50 * 50 * 50 * 50 * 50 * 
19 Fenamifos 20 * 20 * 20 * 40  40  
20 Profenofos 50 * 50 * 50 * 10000  10000  
21 4,4*-DDE 50 * 50 * 50 * 50 * 50 * 
22 Dieldrin 10 * 10 * 10 * 10 * 10 * 
23 Ciproconazol 50 * 50 * 50 * 50 * 50 * 
24 4,4*-DDD 50 * 50 * 50 * 50 * 50 * 
25 4,4*-DDT 50 * 50 * 50 * 50 * 50 * 
26 Tebuconazol 50 * 1000  50 * 1000  1000  
27 Iprodion 20 * 20 * 20 * 5000  5000  
28 Tetradifon 10 * 10 * 10 * 10 * 10 * 
29 λ-cihalotrina 100  20 * 20 * 100  100  
30 pirazofos 50 * 50 * 50 * 50 * 50 * 
31 Difenoconazol 100  100  100  2000  2000  
32 Azoxistrobin 2000  4000  50 * 3000  3000  
33 Dimetomorf I 50 * 50 * 50 * 1000  1000  
 
En la tabla anterior se puede observar que para la mayoría de los plaguicidas es necesario 
cuantificar como mínimo concentraciones entre 20-50 µg.kg-1 en al menos una de las 
matrices, lo cual indica como regla general la necesidad de detección a una concentración 
mínima de 10 µg.kg-1 (en caso de ausencia del valor reportado: LMR europeo por defecto). 
Por esta razón fue necesario reducir temporalmente el conjunto de plaguicidas para 
continuar con más ensayos ya que sólo estos se podrían cuantificar de manera adecuada. Sin 
embargo, también se tuvo en cuenta que por ejemplo, como en el caso del endosulfan con 
un LMR de 50 µg.kg-1 para todas las matrices, ya en la práctica se podría flexibilizar los 
criterios de cuantificación atendiéndose al mismo tiempo a los requerimientos de los 
compuestos más exigentes. En ese sentido, para continuar con los ensayos fue necesario 
preparar una nueva solución SMFM 315 (Anexo 9) únicamente con dichos plaguicidas. Esta 
mezcla se realizó a una concentración alrededor de 10 µg.mL-1 para así facilitar el manejo y 
la preparación de niveles con valores comunes a todos los compuestos. 
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Figura 46. Inyecciones SMFM 315 en ACN y en extracto de pitaya por el método AOAC (PAOAC) 
 
 
Una vez preparada la solución mezcla SMFM 315 se procedió a inyectar una dilución en 
ACN y además una dilución empleando extracto AOAC de pitaya simulando una 
concentración de 50 µg.kg-1 con el objetivo de estimar el efecto que tiene la matriz sobre las 
señales. A primera vista, los compuestos que aparecían muy extendidos y que escasamente 
se observaban en solvente se convirtieron en picos cromatográficos de calidad lo que logró 
demostrar un efecto positivo de la matriz (EfM que sobrepasa ampliamente el 100% para 
todas estas señales). Igualmente, un notable aumento en la sensibilidad (altura las señales) 
confirmó las ventajas de inyectar en matriz. La Figura 46 ilustra como al sobreponerse los 
cromatogramas de la mezcla en ACN y en matriz blanco de pitaya resulta evidente el EfM 
a través del perfil lo cual a su vez permitió efectuar de manera sencilla la integración de las 
señales. La Tabla 16 muestra el cálculo de dicho efecto. 
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Tabla 16. Efecto matriz calculado como el % de aumento por la matriz  
(relación entre la altura inyección en solvente y matriz sobre los plaguicidas) 
Señal 
Altura (counts) Ef M (Altura) 
ACN PAOAC EfM=mtx/slv*100 
α HCH 29344 36437 124.2 
HCB 64352 84256 130.9 
 HCH 21334 33174 155.5 
Pirimetanil 48728 149616 307.0 
Diazinon 18970 38120 200.9 
Clorotalonil 22005 22717 103.2 
m-paration 2003 11449 571.6 
metalaxil 4156 8542 205.5 
Fenitrotion 2382 15512 651.2 
malation 9506 31137 327.6 
fention 26873 67088 249.6 
Clorpirifos 12935 20680 159.9 
Isofenfos 18766 44072 234.9 
Fentoato 21374 42399 198.4 
Endosulfan a 4194 5668 135.1 
Fenamifos 3797 26854 707.2 
Hexaconazol 3768 14918 395.9 
Profenofos 4476 12556 280.5 
4,4*-DDE 68381 72440 105.9 
Dieldrin 12809 24389 190.4 
Ciproconazol 8298 26696 321.7 
4,4*-DDD 77131 128844 167.0 
4,4*-DDT 51687 56452 109.2 
Iprodion 7629 15343 201.1 
Tetradifon 13195 23023 174.5 
λ-cihalotrina 34032 41389 121.6 
pirazofos 9401 55947 595.1 
Difenoconazol 2776 14535 523.6 
Azoxistrobin 8263 26046 315.2 
Dimetomorf I 12404 32768 264.2 
Dimetomorf II 4736 16885 356.5 
PCB 52  56051 98776 176.2 
Ahora bien, debido principalmente a los buenos resultados y al hecho de prescindir de un número 
significativo de plaguicidas de la mezcla inicial, se intentó disminuir el tiempo del análisis 
instrumental acelerando la rampa de temperatura del horno. De este modo se realizó un ejercicio 
para minimizar el tiempo de salida de los compuestos de la SMFM 315. Lo que pudo observarse a 
partir de pruebas de ensayo y error fue una disminución de la resolución para los grupos de 
compuestos, sin embargo este efecto fue amortiguado considerablemente por un aumento de la 
eficiencia cromatográfica al agilizar la evacuación de los plaguicidas. A manera de ejemplo, la 
Figura 47 contrasta el perfil del método para separar esta mezcla simplificada. 
Figura 47. Método ultrarápido de separación para mezcla SMFM 315 (elución total en 20 min) 
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En este intento de reducir el tiempo de análisis se logró finalizar el programa del horno 
alrededor de los 20 min. No obstante, como todos estos experimentos se realizaron 
empleando la mezcla SMFM en solvente y sólo se dio lugar a una resolución aceptable entre 
analitos se dispuso a ensayar el programa resultante empleando la mezcla de plaguicidas en 
extracto de matriz. En estas condiciones se reveló que la acumulación de señales en un 
tiempo tan corto se acompaña de manera ineludible de una acumulación de interferencias 
alrededor de los picos cromatográficos lo cual empobrece notablemente la relación S/N y la 
posibilidad de detección de los analitos. La Figura 48 presenta el ejemplo del clorpirifos, un 
compuesto al que se le adjudicó un buen grado de selectividad en la rampa larga (MQ1A) y 
que estaba caracterizado por un pico fácilmente diferenciable sin interferencias que 
afectaran su cuantificación, pero que bajo un régimen mucho más exigente como el método 
de separación ultrarápida, se terminó dificultando su determinación. 
Figura 48. Comparación de los CEIs del clorpirifos en extracto PAOAC empleando separación por: a) 
MQ1A y b) método ultrarápido. 
 
A pesar de las ventajas prácticas de un método rápido de separación, la posibilidad de 
realizar un análisis de la mezcla simplificada de plaguicidas empleando una rampa más 
pronunciada quedó descartada ya que, así se lograra la separación adecuada de analitos, estas 
condiciones no permitían su discriminación de los interferentes. Así entonces, se puede decir 
que estos experimentos fueron útiles para evidenciar la importancia de tener en cuenta que 
una buena separación cromatográfica con sistemas de detección con selectividad limitada 
siempre debe considerar las interferencias de matriz, toda vez que representan las 
condiciones reales de análisis. Finalmente se declinó la opción de un método más rápido y 
se pudo concluir que es preferible que la separación sea lo suficientemente selectiva gracias 
a una buena cromatografía a pesar de que no sea tan corta, por tanto se seleccionó el 
programa de temperatura de 33 minutos para los experimentos posteriores.  
a) 
b) 
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 Selección de la versión del método QuEChERS  
 
Con base en los resultados correspondientes a los experimentos empleando los métodos 
AOAC y CEN, se hizo notar fuertemente la necesidad de usar alguna alternativa de limpieza 
que fuera más efectiva para este tipo de matrices. Como se evidenció, todos los extractos de 
las frutas del estudio eran bastante coloreados, con excepción de los extractos de pitaya. 
Debido a que se pudo apreciar este aspecto y a que al mismo tiempo se observó que el perfil 
cromatográfico más simple se adquirió empleando el extracto menos pigmentado, se quiso 
poner a prueba si esta relación entre el color y la complejidad del perfil era una casualidad 
o si, por el contrario, suponía una oportunidad de mejora en la detección. Por consiguiente 
y teniendo en cuenta el hecho de que existen recomendaciones oficiales en los métodos para 
el análisis de matrices especialmente pigmentadas, se decidió investigar una alternativa de 
limpieza por la presencia de señales interferentes relacionadas con compuestos coloreados. 
Con base en lo anterior, se procedió a evaluar la adición de GCB como adsorbente de 
clorofilas y otros compuestos coloreados durante el paso de limpieza, prolongando el tiempo 
de agitación a 2 min. Asimismo, para consolidar las condiciones experimentales se decidió 
evaluar cuál es la versión del método más adecuada para el análisis de residuos en estas 
matrices al extraer eficazmente los analitos y permitir, a su vez, que permanezcan en el 
extracto después de la limpieza con los adsorbentes. Es importante notar la necesidad de 
realizar la separación de los analitos de los componentes coextraídos, pues podría llegar a 
aumentar la sensibilidad del sistema a los compuestos de interés al incrementar la relación 
S/N, además de prevenir la contaminación del sistema cromatográfico (incluyendo la fuente 
de iones del EM). Así pues, la variable respuesta del sistema se definió como el porcentaje 
de recuperación (%R) definido como la relación expresada en porcentaje entre las 
concentraciones de fortificación en blanco de matriz y de los plaguicidas remanentes en el 
extracto. El nivel de concentración evaluado fue 10 µgkg-1 ya que las pruebas a las 
condiciones más exigentes permitirían generalizar mayores concentraciones. 
Como se mencionó en la sección de introducción a las metodologías, se hizo uso de un 
modelo completamente al azar con estructura factorial 2x2 para cada matriz de prueba, con 
el objetivo de investigar las consecuencias de los efectos en la recuperación debidos a la 
eficacia de la extracción y al tipo de limpieza. Se decidió ejecutar la metodología sobre 
material vegetal homogenizado por triplicado (k=3) para cada ensayo con lo que se requirió 
inyectar los 12 ensayos, 4 blancos de matriz (B) y sus 4 niveles (N) correspondientes por 
cada tipo de matriz (5 frutas). En total se prepararon 100 inyectables que se analizaron por 
medio de una secuencia organizada por blancos, niveles y muestras; en la que se inyectaron 
primero los extractos más limpios y luego los que no tenían limpieza con GCB, manteniendo 
el orden de las matrices. La evaluación del diseño factorial empleado se puede representar 
de forma general como sigue: 
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%𝑅𝑖𝑗 =  𝜇 + 𝐸𝑖 + 𝐿𝑗 + (𝐸𝐿)𝑖𝑗 + 𝜀𝑖𝑗  
 
Donde µ es el valor verdadero, “E” corresponde al factor de prueba extracción con dos 
niveles (CEN y AOAC) y “L” corresponde al factor de prueba limpieza49 con dos niveles 
(general “Grl” y pigmentadas “Pig”), el término (𝐸𝐿)𝑖𝑗 producto de la interacción y 𝜀𝑖𝑗 que 
corresponde al error experimental. Las hipótesis en la Tabla 17 son las que se plantean con 
este diseño experimental. 
Tabla 17. Conjunto de hipótesis para el diseño completamente al azar con estructura factorial 2x2. 
HE o:  El %R no varía significativamente con la E. 
HL o:  El %R no varía significativamente con la L. 
HEL o: La combinación de factores E y L producen promedios iguales del %R para todos los niveles. 
Después del análisis instrumental se normalizaron las áreas integradas empleando el E.I. en 
cada inyección y se procedió a realizar el análisis estadístico empleando el software SAS© 
9.2. En primer lugar se probaron los supuestos del modelo haciendo uso de la primera parte 
de la sintaxis ejemplo para banano que se muestra en el   
                                                 
 
49 Para frutas y hortalizas general (sin GCB) y para pigmentadas (con GCB). Adición de C18 análoga para matrices 
grasas 
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Anexo 10 con base en una aproximación post-hoc con significancia de p<0,05 en todos los 
casos. Con los resultados obtenidos se encontró que el 𝜀𝑖𝑗 se comportó como una variable 
aleatoria independiente con una distribución normal (Shapiro-Wilk y/o Kolmogorov-
Smirnov), también se garantizó que la media de 𝜀𝑖𝑗 es igual a cero empleando el método de 
mínimos cuadrados y además se demostró que la estructura del modelo mostraba 
homogeneidad de varianzas (Levene). El Anexo 11 muestra dichos resultados para cada 
plaguicida, en dónde se pudo demostrar un cumplimiento aceptable de los diferentes 
supuestos y además, valores numéricos satisfactorios para la mayoría de compuestos. No 
obstante, debe reconocerse que al mismo tiempo se observó casos con inconsistencias (p.e. 
-HCH) ya que la varianza se confundía con el ruido. Sin embargo, se pudo evidenciar que 
para el promedio de las respuestas los parámetros como la varianza del modelo (Smod) y el 
coeficiente de determinación (R2) lograron valores aceptables (Smod>>S𝜀𝑖𝑗: el símbolo de 
aprobado () indica la capacidad del modelo de explicar los efectos observados y 
eficiencias entre el 67% y el 91%). Por otro lado, la homogeneidad del material experimental 
se aseguró en la estructura de diseño pues la matriz se incluyó como factor a homogenizar 
y además se confirmó con valores promedio de RSD inferiores al 10% entre frutas (las 
excepciones destacables no superan cuatro casos para cualquier fruta).  
Para proceder con las hipótesis del modelo (Tabla 17) se ejecutó el ANOVA y se encontró 
que un porcentaje cercano a la mitad del grupo total de señales no presentaban interacción 
significativa con lo que se pudo concluir con seguridad sobre sus efectos puros sin recurrir 
a otras técnicas o alternativas de evaluación de interacciones. A partir de las gráficas de la 
Figura 49, se puede inferir que para la mayoría de los compuestos (con excepción del caso 
del banano y la granadilla donde son más bien similares) no existen diferencias significativas 
al usar las versiones AOAC y CEN en la extracción. Asimismo, se mantuvo esta tendencia 
para los métodos de limpieza ya que sólo se observó que el GCB genera resultados 
estadísticamente diferentes en el caso de unos pocos compuestos. Lo anterior permite 
afirmar que no hubo efectos pronunciados en lo que respecta a estos % de las señales. 
Figura 49. Evaluación de los efectos puros  en el % del total de señales. 
 
S: Significativo, NS: No significativo. (p<0,05; n=3) 
Con base en lo anterior, aproximadamente para la mitad de analitos no se evidenciaron 
efectos significativos a causa de los factores E y L, así que es necesario mirar detenidamente 
los resultados correspondientes a la otra mitad de señales evaluadas. Es importante aclarar 
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que en el análisis de los resultados del ANOVA se tuvo en cuenta la premisa característica 
de la estructura factorial, la importancia de las interacciones entre los factores de prueba 
“(EL)ij” incluida en la expresión del diseño. Por lo tanto, si la interacción (EL)ij  resultaba 
significativa, se debía concluir sobre esta base ya que en dichas circunstancias los efectos 
principales pierden importancia. En ese sentido, para dichos casos fue necesario discriminar 
todas las posibles interacciones entre los niveles de prueba de los factores extracción y 
limpieza. Por consiguiente y debido a que el ANOVA reveló interacciones significativas 
para todas las matrices, se optó por analizar los resultados empleando una herramienta 
especial de comparación de medias. Así pues, se realizó una confrontación de los valores 
promedio utilizando una comparación múltiple basada en la matriz diagonal Tukey-Kramer 
(TK) para evaluar e interpretar dichas interacciones. 
Para lograr un mejor entendimiento de los resultados procedentes de esta evaluación, en la 
Figura 50 se muestra de manera resumida los resultados de la prueba de comparación 
múltiple TK. En este caso siempre se muestra el porcentaje de señales50 que presentaron 
resultados estadísticamente diferentes. Por ejemplo, en la sección a) del gráfico se evaluaron 
diferencias significativas entre las versiones de extracción AOAC y CEN clasificadas por 
método de limpieza d-EFS, con lo cual se pudo observar que solamente para unas pocas 
señales es importante qué versión se usa en el caso de la limpieza general, no así para el 
caso de la limpieza para matrices pigmentadas (con GCB) donde en general sí hubo 
diferencias en el % de recuperación. 
Por otro lado, cuando se evaluó el efecto de la adición de GCB en la limpieza (Grl vs. Pig) 
clasificando por el tipo de método oficial, resulta claro que sólo para la versión AOAC hay 
un porcentaje importante de señales que presentaron diferencias en todas las matrices. No 
obstante, los resultados anteriores solo dieron una idea que permitiría inferir la posible causa 
de la existencia de las diferencias significativas anteriormente acreditadas. Por lo tanto, la 
atención se centró en las interacciones cruzadas para detectar la combinación de niveles de 
los factores de prueba responsables de la significancia. Así entonces y teniendo en cuenta 
que según lo anterior no importaría usar GCB en la versión CEN, cuando se observa la parte 
c) de la Figura 50 resulta evidente que en realidad no hay diferencia entre las versiones 
oficiales QuEChERS CEN y AOAC si en éste último no se hace uso de GCB (barras rojas), 
y por el contrario, las diferencias responsables de la tendencia sólo aparecen si se usa la 
versión AOAC para frutas y hortalizas pigmentadas. 
  
                                                 
 
50 En todos los gráficos pertenece al restante de las señales ya evaluadas (el restante de los porcentajes en la Figura 
N°49.). 
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Figura 50. Comparación múltiple E y L. Se representa el % del total de plaguicidas con diferencia estadística 
p<0,05, n=3. 
 
Ahora bien, teniendo en cuenta que la versión del método AOAC para frutas y hortalizas 
pigmentadas es estadísticamente diferente a las demás variaciones fue necesario comparar 
los valores promedio del % de recuperación para poder escoger el método más conveniente. 
Recordemos que la dinámica del experimento corresponde a la selección de un método con 
mejoras en la efectividad del proceso de limpieza d-EFS que a su vez conserve una eficiencia 
aceptable en el poder de extracción representado en una recuperación de los plaguicidas 
>70%. Igualmente, se logró demostrar que la adición de GCB efectivamente decoloraba los 
extractos, lo cual daría a entender que un extracto tratado con GCB es más “limpio” pues ha 
sido despojado de algunos de sus componentes endógenos. 
Como se había mencionado con anterioridad, el extracto de pitaya de ambas versiones del 
método QuEChERS sólo estaba ligeramente coloreado, y pues como se muestra en la 
fotografía (a) del Anexo 12 empleando GCB no se evidenciaron mayores cambios en extracto 
CEN. Por el contrario, en la parte (b) de este anexo si se observa una decoloración efectiva 
del sobrenadante de un extracto CEN del tomate de árbol, una matriz mucho más 
pigmentada. Esto demuestra la capacidad del GCB para adsorber y retirar pigmentos ya que 
se observa fácilmente un cambio apreciable. En la versión electrónica de este documento se 
puede encontrar un videoclip (aquí) que muestra dicho proceso de decoloración con solo 
mezclar ligeramente el extracto con la mezcla de adsorbentes. Una tercera fotografía (c) 
muestra una situación similar a la anterior, en la que se efectúa la limpieza con GCB pero 
esta vez sobre el extracto AOAC de pitaya, el cual es más amarillo antes de la limpieza que 
el de la primera fotografía (CEN) y que termina decolorándose por completo debido al uso 
de la cantidad de GCB recomendada en esta versión oficial del método. Así pues, con base 
en las anteriores observaciones se podría decir que al mejorar la limpieza de los extractos se 
esperarían perfiles más sencillos y por ende mejores resultados, sin embargo es necesario 
evaluar el verdadero costo cuando el procedimiento tiene un alto grado de adsorción de 
compuestos desde el extracto ya que, además de retirar los pigmentos, podría llegar a afectar 
notablemente los % de recuperación de algunos plaguicidas. Con relación a lo anteriormente 
planteado, se exploraron ejemplos de comportamientos bien diferenciados en donde, a pesar 
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de que se observaron resultados aceptables del %R en general, el método AOAC con GCB 
(AOAC pig) mostró diferencias evidentes. La Figura 51 presenta dos ejemplos de 
plaguicidas que exhibían tendencias características, por un lado los primeros dos gráficos a 
y b con resultados bajos (mínima recuperación de HCB e inferiores al 50% para clorpirifos) 
y por el otro dos compuestos con valores aceptables51 (fenitrotión y la λ-cihalotrina). 
 
Figura 51. Comparación de medias (%R) agrupadas por matriz. a) HCB, b) clorpirifos, c) fenitrotion y d) λ-
cihalotrina. 
Código de color (Azul: AOAC pig, Rojo: AOAC grl, Verde: CEN pig, Violeta: CEN grl) 
 
 
En principio estos resultados no resultan extraños o sorpresivos, ya que como se sabe, hay 
% R de algunos plaguicidas que se ven seriamente afectados con el uso de GCB durante la 
limpieza por d-EFS. Así pues, los plaguicidas con estructura plana como el HCB son 
fácilmente adsorbidos en las láminas de la superficie del carbón grafitizado. De este modo, 
dichos compuestos permanecen adsorbidos junto con estructuras análogas como las 
clorofilas y por ende no se esperaría obtener buenos porcentajes de recuperación. Por 
consiguiente, un compuesto con un núcleo planar como el clorpirifos también tiende a 
presentar cierta adsorción que disminuye notablemente su % de recuperación. Ahora bien, 
se pudo evidenciar que por el contrario los compuestos (c) y (d) no resultan inmovilizados 
en el GCB y podían permanecer en el extracto.  
Así pues, como una aproximación para entender las causas de estos resultados se realizó un 
análisis de las estructuras químicas empleando el software Chemaxon Ltd. Los resultados 
de la conformación más estable de la λ-cihalotrina se muestran en la parte a) de la Figura 
52. En este caso, la estructura muestra que existen dos anillos aromáticos pero éstos no 
comparten el mismo plano. Con base en esto es posible decir que esta conformación 
                                                 
 
51 Aunque en el caso (c y d) se observa excepcionalmente pero de manera consistente valores inferiores para granadilla. 
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imposibilita en gran medida interacciones con la superficie del carbón ya que la molécula se 
acomoda sin dejar suficientes espacios planos expuestos para que se dé lugar a este 
fenómeno (Vvdw=369,3 Å
3) 52 y por esta razón el %R es aceptable. No obstante, lo que resulta 
bastante curioso es que a diferencia del clorpirifos (b), el fenitrotión (c) no se adsorbe 
apreciablemente por este mismo mecanismo a pesar de que ambas moléculas son 
prácticamente igual de voluminosas y además comparten una estructura aromática y una 
conformación plana tan similar. 
Figura 52. Imágenes del cálculo de las conformaciones de baja energía de a) λ-cihalotrina, b) clorpirifos y c) fenitrotion.  
 
Vvdw= a) 369,3 Å
3, b) 252,2 Å3 y c) 220,8 Å3 
 
Por ende, se decidió realizar un análisis adicional para dar una idea de la magnitud de las 
interacciones polares de las moléculas. Con base en un cálculo de polaridad de las moléculas 
ampliamente usado en farmacocinética se realizó una estimación comparativa de dichas 
interacciones. Esta aproximación (TPSA53) fue desarrollada en el año 2000 por Ertl para 
Novartis AG [173] como una alternativa rápida y confiable que se usa actualmente en el 
desarrollo de productos farmacéuticos ya que describe muy bien cálculos previos útiles para 
estudiar los mecanismos de transporte de medicamentos en la pared celular, la absorción 
intestinal y la penetración de la barrera hematoencefálica [174], [175]. De esta manera se 
logró estimar para las moléculas del estudio el área superficial con alta densidad de carga 
que corresponde a los siguientes valores: 
HCB=0 Å2 Clorpirifos= 40,58 Å2 λ-cihalotrina=59,32 Å2 Fenitrotión=73,51 Å2 
 
Con estos resultados fue posible inferir que más allá de la estructura plana de los 
compuestos, la polaridad es una característica que también correlaciona con la adsorción en 
el GCB así que debe tenerse en cuenta. Así por ejemplo, por un lado la estructura del 
clorpirifos (grupos funcionales) le confiere un área polar relativamente baja que conduce a 
su adsorción en el GCB por interacciones hidrofóbicas. Por otro lado, en el caso del 
                                                 
 
52 Volumen de van der Waals (Vvdw) considera el volumen que ocuparía una molécula aislada bajo una conformación dada. 
53 TPSA: Topological Polar Surface Analyisis. 
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fenitrotión la polaridad (conferida principalmente por el grupo nitro) es tal que las 
interacciones por solvatación con el ACN54 descartan la posibilidad de la adsorción, lo cual 
podría llevar a pensar de que se trata de un mecanismo competitivo. De este modo se puede 
pensar que la disminución del % R debida a la adsorción del plaguicida en el GCB 
posiblemente depende de factores como: 1) la conformación de la estructura que exhiba una 
sección plana relativamente extensa en la molécula, 2) el volumen molecular (adsorción 
máxima para el HCB y mínima para la λ-cihalotrina, Vvdw=166,4 y 396,3 Å3, 
respectivamente) y 3) la existencia de una sección aromática para promover la 
deslocalización electrónica en la interacción con el GCB siempre y cuando el área superficial 
polar no implique una mayor solvatación por el ACN. Lo anterior, como se evidenció, se 
basa en que la alta polaridad del fenitrotión impide una adsorción similar a la de una 
estructura análoga como el clorpirifos. 
Ahora bien, con el objetivo de generalizar el comportamiento se calculó el promedio de 
todas las señales obtenidas. Con estos resultados se muestra la comparación de medias (%R) 
de la Figura 53 en donde se puede apreciar las diferencias entre los métodos. El uso de GCB 
en el método AOAC pig mostró, en promedio, resultados notablemente inferiores mientras 
que las demás versiones entregaron resultados aceptables para todas las matrices (%R>80% 
y RSD<20%).Con base en estos resultados claramente se evidenció un mejor desempeño si 
se emplea el método CEN sin importar el tipo de limpieza con lo que puede tomarse la 
decisión de usar GCB sin comprometer significativamente la recuperación. 
Figura 53. Comparación de medias (%R) a) y dispersión d) de los ensayos agrupados por cada variación del método (n=3). 
 
En cuanto a los resultados presentados, se decidió emplear el método CEN con limpieza d-
EFS para frutas y hortalizas general ya que se demostró que deriva en un buen desempeño 
y a pesar de que con GCB los extractos son aparentemente más limpios, en la práctica los 
cromatogramas no presentan mayores diferencias, con lo que podría evitarse el uso de un 
adsorbente bastante costoso (~40 USD/g) que podría comprometer la recuperación de 
algunos plaguicidas.  
                                                 
 
54 Alto momento dipolar (3,92D) 
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4.1.4 Estrategias para la cuantificación 
 
Como se sabe, los requerimientos de detección actuales son bastante exigentes y debido a 
que anteriormente se limitó la posibilidad de determinar ciertos analitos empleando la 
configuración seleccionada, fue necesario poner a prueba una estrategia que permitiera 
resolver el problema de sensibilidad para el mayor número posible de plaguicidas. En esta 
sección se muestra cómo se logró cumplir este cometido al hacer uso de nuevas alternativas 
que llevaron al límite los recursos instrumentales y que hicieron posible incluir más analitos 
dentro del alcance de la metodología. 
En general, en las técnicas cromatográficas la manera más fácil de alcanzar una alta 
sensibilidad radica, en principio, en reducir los interferentes durante la extracción, la 
limpieza o la separación cromatográfica. Por otro lado, como alternativa podrían también 
emplearse extractos más concentrados en la inyección. Sin embargo, como se ha visto a lo 
largo del estudio estas opciones demandan un gran esfuerzo, pueden llegar a ser costosas y 
además resultan ineficaces en algunos casos. De hecho, a pesar de que se hayan 
implementado varias mejoras, estas consideraciones sólo permitieron la detección de cerca 
de la mitad de las señales inicialmente planteadas. Ahora bien, respecto a la segunda opción, 
la mayoría de MMRs tienen la siguiente estructura: 1) un paso de extracción por técnicas 
convencionales, 2) una limpieza que resulta en una dilución de la muestra y como 
consecuencia 3) un paso de concentración posterior del extracto limpio para mejorar la 
sensibilidad del análisis instrumental. Este esquema se muestra en la Figura 54 (a). 
Figura 54. Representación esquemática de las etapas de los métodos de análisis de residuos a) convencionales y b) modernos. 
Uso de puertos de inyección: Split/splitless (SSL), vaporización por temperatura programada (PTV) y multimodo (MMI). 
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Por otro lado, en la parte (b) de la figura anterior se esquematizan los pasos de un 
procedimiento de análisis de residuos moderno como el método QuEChERS el cual, como 
otros en desarrollo, tiende a ser más rápido, sencillo y económico. En estos métodos se suele 
realizar procedimientos de extracción y limpieza poco selectivos, que dan lugar a los perfiles 
cromatográficos complejos similares a los que ya se han presentado en este trabajo. 
Inevitablemente, estos perfiles dificultan en gran medida la determinación de compuestos a 
bajas concentraciones a pesar de que se emplee EM en la detección. Es aquí donde las 
técnicas de introducción de la muestra juegan un papel protagónico ya que, como se pudo 
evidenciar en la sección 7.2, hace posible la determinación de plaguicidas termolábiles, 
compuestos que no aparecían u otros para los que previamente sólo se les podía distinguir 
vagamente del ruido. Esto se logró al optimizar las condiciones de inyección multiplicando 
cinco veces el volumen convencional de una inyección SSL (5 µL). Así pues, la inyección 
de un mayor volumen en el modo VS efectivamente reemplaza un paso de concentración 
manual al ejecutar la reducción del volumen de solvente de manera instrumental lo cual evita 
la operación manual del analista, el gasto de tiempo y material de vidrio, además de ser 
menos propenso a contaminación cruzada entre muestras en el evaporador rotatorio al 
realizarse un bakeout instrumental. No obstante, también debe tenerse en cuenta los límites 
de esta estrategia ya que la introducción de grandes volúmenes puede en ocasiones causar 
ensanchamiento excesivo de los picos cromatográficos cuando no se evacúa el solvente por 
completo, además de una deformación de los picos por dispersión extracolumnar y una 
eventual saturación que podría poner en riesgo la columna o el detector. En ese sentido, al 
emplear el puerto de inyección PTV es necesario recordar que el diseño del inserto de vidrio 
consiste en unas dimensiones especialmente reducidas, pues de acuerdo con Mol y 
colaboradores [107], un menor diámetro interno acelera la transferencia de los analitos lo 
cual deriva en un menor grado de estrés térmico para los compuestos termolábiles. Sin 
embargo, como consecuencia, un menor volumen interno en este tipo de insertos limita 
radicalmente el volumen máximo de inyección debido a la posibilidad de un detrimento 
cromatográfico basado en los fenómenos anteriormente mencionados. Los insertos de vidrio 
empleados en el inyector PTV tienen una capacidad entre 200 y 180 µL según la versión de 
bucle individual o multibucle, respectivamente. Por consiguiente, por esto se inyectaron 5 
µL como volumen máximo en este tipo de inyección (at-once con jeringa de 10 µL), sin 
embargo la adquisición de un hardware mejorado aumentó este límite significativamente.  
De acuerdo a lo anterior, la adquisición por parte del LARP de una nueva versión mejorada 
del inyector PTV, permitió alcanzar los límites de detección deseados para un mayor número 
de plaguicidas. Este nuevo puerto de inyección es manufacturado por Agilent 
Technologies© a diferencia del PTV, y es comercializado desde el 2009 con el nombre 
Multimode Inyector (MMI) [176]. El cuerpo del puerto MMI está basado en las mismas 
dimensiones del tradicional puerto SSL pero usa materiales con baja inercia térmica y un 
sistema de calentamiento ultrarápido similar al de su antecesor. La característica más 
destacable, y que marca la diferencia con el PTV, es la cámara de calentamiento que puede 
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alojar los mismos insertos de vidrio de 800-1000 µL empleados en el puerto SSL. Los 
últimos adelantos en la química de superficies de este proveedor (ultrainert flowpath) 
permitieron emplear un inserto de estas dimensiones sin comprometer la posibilidad de 
analizar compuestos termolábiles. A diferencia del puerto SSL, la inyección en frío 
garantizó un mínimo de discriminación de analitos no volátiles en la aguja y además, a 
diferencia del modo cold splitless, el modo VS permitió realizar la transferencia de los 
analitos a la columna con la evacuación de grandes cantidades de disolvente (en MMI > 200 
µL), ya que se cuenta con un gran volumen para la vaporización en este inserto de grandes 
dimensiones.  
Una ventaja potencial del uso del MMI, es la posibilidad de reducir costos de cantidad de 
muestra o disolvente, para ilustrar esto se da un ejemplo hipotético a continuación. Una 
muestra con diclorvos (1mg.kg-1) es decomisada del mercado pero las autoridades sólo 
tienen a disposición 9 g de muestra. Esta cantidad resultaría insuficiente para realizar el 
método QuEChERS pues teniendo en cuenta que se usa una técnica destructiva ni siquiera 
alcanza para un análisis. Luego entonces, un extracto preparado por el método CEN (que 
emplea 10 mL para extraer 10 g) produciría una concentración de (1µg.mL-1) y la inyección 
de 5 µL entregaría 5 ng del compuesto al EM. Sin embargo, la alternativa hipotética a 
continuación muestra que se podría llegar a tomar menos cantidad de muestra. Así pues, si 
se pesa 1 g y no 10 g de muestra se obtendría un extracto más diluido (0,1µg.mL-1), pero al 
inyectarse 50 µL, se lograría obtener la misma sensibilidad en el detector dejando suficiente 
cantidad de muestra como evidencia para otros análisis confirmatorios. A pesar de esto, hay 
que aclarar que el caso anterior ilustraría una posibilidad para la miniaturización del método 
QuEChERS, que en la realidad no resultaría aplicable debido a que estas cantidades no se 
consideran representativas y su uso se reduciría a un caso muy específico. Una aplicación 
mucho más cercana a la realidad que sí tendría aplicación práctica podría ser el ahorro de 
disolvente en la extracción liquido-líquido de una muestra de agua, ya que en estos casos no 
hay mayores problemas de homogeneidad permitiendo disminuir significativamente el 
tamaño de muestra y disolvente. 
Ahora bien, ya en la práctica al implementar el puerto de inyección MMI se aprovechó la 
posibilidad de mejora en sensibilidad del sistema para estudiar los componentes de la mezcla 
de plaguicidas (SMFM 328 preparada a 10 µg.mL-1, Anexo 13) con el modo de VS 
empleando inyección at-once con jeringa de 50 µL. Como el volumen máximo de inyección 
de la jeringa es la mitad del valor nominal, se decidió realizar la optimización autodirigida 
de los volúmenes de inyección extremos (5 y 25) µL para probar el desempeño de este 
sistema a una condición conocida y a un límite mucho más exigente. Posteriormente y 
después de probar las versiones de QuEChERS en cereales se extendió la aplicación de la 
metodología a esta matriz en la que se desarrolló un método propio de análisis del TIC. 
Finalmente, en la segunda sección de este apartado se ejecutó un diseño experimental para 
escoger una mezcla de AESA que en términos de sensibilidad respondía con las expectativas 
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para la gran mayoría de compuestos, permitiendo consolidar unas condiciones definitivas 
de la metodología. 
 
 Implementación puerto MMI  
 
El uso del puerto de inyección MMI se constituyó en una alternativa promisoria para el 
aumento de la sensibilidad del instrumento a partir de la introducción de volúmenes aún 
mayores. Este dispositivo cuenta con la versatilidad propia del PTV, asistida a su vez por la 
flexibilidad y robustez derivadas del diseño espacioso y simple del SSL. 
El primer paso en la implementación del nuevo sistema fue la exploración del perfil 
cromatográfico en donde se empleó, de manera conservadora, las mismas condiciones 
iniciales del simplex inicial en la optimización de la inyección de 5 µL del PTV con dos 
precauciones: 1) aumentar el periodo inicial de inactividad del detector (en caso de venteo 
insuficiente que pudiera causar daños al detector) y 2) prescindir del backflusing para evitar 
la pérdida de algunos componentes en la inversión del flujo. Así pues, se ejecutó la misma 
metodología de optimización autodirigida definida en el capítulo 7.2 y las mismas variables 
con el mismo módulo de paso, aunque esta vez sin calcular el promedio de la altura de las 
señales sino que se emplearon variables respuesta individuales de seis diferentes compuestos 
indicadores que eran muy sensibles a estos cambios (diclorvos, acefato, cimoxanil, 
permetrina, cipermetrina y deltametrina). Las reflexiones del simplex se realizaron por 
duplicado mostrando una buena repetibilidad. La evolución de la respuesta en los 
experimentos se muestra la Figura 55. En la figura se ve el simplex inicial (S1-S5) ordenado 
en forma ascendente con lo que se evidencia que hubo una caída considerable de la señal en 
las reflexiones posteriores a la mejor respuesta de las obtenidas en el primer conjunto, la 
cual sólo fue superada a partir del experimento S13. En las reflexiones subsiguientes fue 
posible apreciar un aumento considerable de la señal, sin embargo se decidió que no era 
necesario continuar con este experimento preliminar ya que se consideró que, como esa 
mejora era sustancial y promisoria, se podrían lograr inclusive mejores resultados al hacer 
uso de un volumen mayor en el modo at-once.  
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Figura 55. Evolución del simplex (cuentas) para el puerto de inyección MMI con volumen de inyección de 5µL. 
 
 
Sentado el precedente de un comportamiento positivo del sistema durante la optimización 
del PTV, se decidió aplicar el procedimiento para mejorar la sensibilidad aunque esta vez 
las condiciones iniciales distan del simplex inicial empleado con anterioridad. Lo anterior 
teniendo en cuenta que el volumen a inyectar (25 µL) era mucho mayor al anterior con lo 
que se podría incurrir en una imprudencia al aplicar las mismas condiciones de una 
inyección para 5 µL. En dicho caso la cámara de vaporización podría resultar saturada y se 
contaminarían las líneas de gas y purga o también se podría causar una entrada excesiva de 
solvente con la posibilidad de avería del equipo. Estas condiciones podrían derivar en un 
mal funcionamiento que va desde el empobrecimiento de la eficiencia de las señales hasta 
el daño permanente del detector. Así pues, se optó por elegir condiciones menos drásticas 
pero que permitieran revelar cambios apreciables en vez de utilizar los mismos valores 
iniciales y los módulos de paso ya usados: 
 T (°C) Fv (mL.min-1) tv (min) Pi (psi) 
So 45 80 2,25 21 
MP 5 20 0,5 2 
 
Con base en estas condiciones se procedió con el simplex empleando la misma variable 
respuesta (individual) con lo que se requirieron 25 experimentos para poder finalizar el 
procedimiento autodirigido. Como se puede observar en la Figura 56 hay una notable 
diferencia entre las respuestas de los compuestos de elución temprana y los de elución tardía 
que no se observaba con anterioridad. En principio esto resulta inexplicable ya que no ocurre 
algo tan pronunciado en la anterior experiencia, no obstante, posiblemente un aumento de 
cerca de 10°C en la Ti fue el responsable de causar tales variaciones. En ese sentido, 
resultaría factible la discriminación de los compuestos menos volátiles ya que al desalojar 
un mayor volumen aumenta el tiempo de contacto de la jeringa con el inyector. A pesar de 
lo expuesto, esto no es muy probable ya que al trabajar con temperaturas inferiores a 50°C 
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no se considera que pueda haber una vaporización significativa del solvente en la aguja 
metálica con tales consecuencias. En segundo lugar, a través del experimento se observó 
una mejora más pronunciada en los compuestos de elución tardía con lo cual se podría decir 
que las condiciones se fueron perfilando hacia una compensación progresiva para todas las 
señales, aunque en general, sólo se logró duplicar los valores iniciales. En la parte (a) de la 
Figura 56 se presenta la evolución de las respuestas de los compuestos hasta el S25, no 
obstante, debido a las diferencias relativas entre compuestos de elución temprana y tardía, 
también se muestra en la parte (b) una normalización en porcentaje (con el mejor resultado) 
con el fin de facilitar la apreciación de la mejora para todos los compuestos. En el Anexo 14 
se observa la secuencia de optimización y se especifica el tipo de proyección ejecutada. En 
este experimento se pueden observar varias reflexiones, expansiones y contracciones 
positivas que indican que se mejoró consistentemente la respuesta en cada paso. Sin 
embargo, resulta interesante observar que después de una contracción negativa se disminuyó 
el flujo y el tiempo de venteo para realizar la reflexión S12, que por fortuna logró una 
importante mejora en casi todas las señales. Conforme a lo que se esperaría, una exposición 
menos prolongada de los analitos durante el venteo de solvente evitaría su salida por la 
válvula. Precisamente la expansión S13 se realizó en esa misma dirección, pero 
lamentablemente tuvo que ser descartada debido a que un tv<1 min podría no ser suficiente 
para evacuar el solvente bajo esas condiciones. Por consiguiente se tuvo que realizar una 
reflexión en otro sentido, hecho que disminuyó temporalmente la respuesta de manera 
significativa. Se debe recordar que se hizo necesario tomar dicha decisión para evitar el 
deterioro del sistema, ya que ninguna proyección debe sobrepasar los límites físicos de los 
instrumentos o las recomendaciones de uso. Posteriormente se observó en S15 un aumento 
sustancial en la respuesta de los compuestos de elución tardía, aunque a costa de los 
compuestos más volátiles. Finalmente, lo que pudo observarse (más claramente en la parte 
(b) de la Figura 56) fue una leve disminución a consecuencia de los intentos de compensar 
las condiciones que llevaran a un aumento generalizado en todas las respuestas. Finalmente, 
se lograron superar las respuestas de todos los experimentos con el S25, resultado de una 
reflexión sobre una contracción negativa. Asimismo, se observó que al calcular las 
condiciones del siguiente experimento curiosamente el S26 también era resultado de una 
nueva contracción negativa. En este punto se decidió dar por terminado el experimento ya 
que se reincidía consecutivamente en una contracción (C-). Lo anterior indicó el hallazgo 
de la mejor respuesta, por lo menos bajo esas condiciones, puesto que ya no se avanzaba 
hacía otra región con mejores resultados. 
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Figura 56. Evolución del simplex para el puerto de inyección MMI con volumen de inyección de 25µL. a) respuesta 
absoluta (cuentas) y b) Respuesta relativa (%) para cada señal respecto al mejor resultado obtenido 
 
 
En términos generales y como se observa en la parte (a) de la Figura 57, la introducción de 
una mayor cantidad de muestra permitió claramente mejorar la sensibilidad del sistema a los 
compuestos de interés, conservando así la proporcionalidad del área y una excelente altura 
a) 
b) 
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del pico al mantener unas buenas condiciones cromatográficas. Sin embargo, esto también 
trajo como consecuencia la entrada en la misma proporción de los componentes endógenos 
de la matriz causando, en algunos casos, un aumento desmedido de interferentes que 
conllevó a la disminución de la relación S/N como se aprecia en la Figura 57 parte b. Por 
supuesto, esta situación derivó en problemas para detectar algunos compuestos con iones 
diagnósticos livianos en los que el efecto de las interferencias es más significativo. Luego 
entonces, se procedió a implementar el backflushing como alternativa para reducir la entrada 
de suciedad excesiva al sistema cromatográfico. 
Figura 57. CEIs negro (5µL) y azul (25µL) extracto CEN de uchuva para a) Clorpirifos y b) Iprodion. 
 
Desplazamiento del tR debido al aumento del tiempo de venteo en la inyección de mayor volumen. 
Al igual que en la sección 7.1.2 se dispuso de un conjunto de experimentos en los que se 
varió el tiempo en el que inicia la inversión del flujo. El efecto de este periodo de inicio 
(Figura 58) muestra que un tiempo de 13 min no resulta suficiente para evacuar todos los 
analitos del retention gap cuando se emplea este volumen de inyección ya que la señal del 
último compuesto se observa mucho más pequeña que en los experimentos donde los 
tiempos son más prolongados. 
Figura 58. Inyección 25 µL SMFM 328 y backflushing concurrente. 
Tiempos de partida (12-16) min. 
 
a) b) 
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Asimismo, en la Figura 59 se muestra en el recuadro de detalle, la superposición de dos 
experimentos en los que las señales resultaron casi indistinguibles lo cual indicó suficiente 
repetibilidad empleando mayor tiempo pero sin mejoras adicionales. Con base en esto, se 
adoptó un tiempo de inicio del backflushing de 15 min y se procedió a realizar pruebas con 
matriz.  
Figura 59. Comparación backflushing concurrente a 15 y 16 min 
 
 
Teniendo en cuenta que bajo las anteriores condiciones el método de inversión de flujo si 
aseguraba la transferencia completa de analitos desde el retention gap hasta la columna 
analítica, se quiso probar la efectividad del método de limpieza instrumental empleando un 
extracto CEN de uchuva con la mezcla de plaguicidas a 50 ng.mL-1. La figura 60 (a) presenta 
la comparación de la inyección al usar el método de limpieza instrumental. En primer lugar 
resulta evidente que en la primera sección del TIC (b) el extracto conserva un gran número 
de compuestos propios de la matriz a pesar de que se ejecute la inversión del flujo. Lo 
anterior podría deberse a que todos estos compuestos ya han pasado por la columna y de 
hecho han sido detectados cuando el backflushing concurrente no ha iniciado (antes de 15 
min). Sin embargo en la segunda mitad del TIC (c) es posible observar ligeras diferencias 
tanto en la línea base como en algunos picos, indicando una pequeña mejora con su 
aplicación. De forma análoga, se inyectaron 5µL (Figura 61) y en este caso si se puede 
apreciar fácilmente una mejora mucho más pronunciada, sobre todo al finalizar el análisis 
(endógenos menos volátiles). 
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Figura 60. Inyección de 25 µL del extracto fortificado UCEN a) perfil, elución b) temprana y c) tardía 
 
Figura 61. Inyección de 5 µL del extracto fortificado UCEN elución a) temprana y b) tardía 
 
 
Los anteriores resultados permiten dar cuenta de las limitaciones de esta estrategia ya que al 
usar mayores volúmenes de inyección puede mejorarse aspectos relativos a la sensibilidad, 
pero como se ha visto, se podrían afectar al mismo tiempo ciertos aspectos vulnerables que 
limitan el uso de esta herramienta. La limpieza por inversión de flujo parece encontrar un 
límite con la inyección de grandes cantidades de matriz pues al emplear demasiado volumen 
no se evidencian mejoras significativas en el perfil cromatográfico. En ese sentido, la 
implementación de volúmenes superiores a 25 µL empleando el modo de inyección múltiple 
por concentración consecutiva quedó completamente descartado y se establecieron 25 mg 
como la carga máxima de matriz a llegar al detector. 
Ahora bien, en este punto de la investigación ya se tienen claras las condiciones de análisis 
de un grupo de plaguicidas para las frutas tropicales, estas condiciones incluyen la 
preparación de extractos por método CEN general y el análisis instrumental inyectando un 
volumen de 25 µL empleando inversión de flujo concurrente. Por esta razón, antes de 
a) b) 
c) 
a) 
b) 
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verificar, corregir y ajustar el método SIM ya desarrollado, se decidió realizar una 
implementación del método para análisis en cereales, en el cual se utilizó el arroz como 
matriz representativa.  
En la Tabla 18 se consolidan las condiciones más relevantes de un conjunto de metodologías 
recientemente desarrolladas para el análisis de residuos de plaguicidas en cereales. Este tipo 
de matrices vegetales con un bajo % de agua requieren adicionarla en el paso de extracción 
para generar humedad suficiente y hacer más accesible la muestra al solvente de extracción 
[177]. En general, el paso de limpieza solo requiere el uso de MgSO4 y PSA, sin embargo, 
algunos investigadores también han usado GCB y C18. En esta investigación se prescindió 
del uso de agentes adsorbentes auxiliares ya que no se sospecha de la presencia significativa 
de pigmentos ni aceites en los extractos de cereales como el arroz, las harinas o la malta.  
Tabla 18. Métodos de extracción en cereales basados en el método QuEChERS  
Año Autor Matriz (g) Agua (mL) ACN (mL) Versión 
2007 Nguyen [178] 10 12 10 ~AOAC 
2008 Nguyen [179] 5 5 10 ~AOAC 
2008 Koesukwiwat [180] 10 5 10 ~Original 
2010 Orweiler [181] 2,5 10 10 CEN 
2011 Pareja [182] x x 15 AOAC/CEN 
2012 Pareja [183] 5 10 15 Orignial/CEN 
2012 Anagnostopulos [184] 5 10 10 CEN 
~:Versión similar pero con adición de NaCl, x representa cantidades (5; 7,5; 10) 
En términos generales, para todos los métodos la proporción “agua: muestra” es igual a la 
unidad con el objetivo de facilitar el proceso de partición, no obstante durante los últimos 
años la relación se ha movido hacia valores donde se adiciona más agua que muestra, esto 
para compensar el % de humedad que se encontraría en una matriz tipo fruta/hortaliza ya 
que el método fue originalmente desarrollado para analizar estas matrices. Sin embargo, en 
la práctica esta tendencia tiene una gran desventaja ya que generalmente el agua requiere 
una cantidad similar de solvente, con lo que la cantidad de plaguicidas por kg de muestra se 
diluye en términos de concentración en el extracto. Lo anterior queda en evidencia cuando 
para poder analizar una muestra de cereal con una concentración de plaguicida de 10µg.kg-
1 Pareja y colaboradores [183] requieren detectar una concentración alrededor de 3µg.kg-1, 
tres veces menor, algo loable cuando se hace uso de EM en tándem pero ciertamente difícil 
bajo las condiciones actuales de este trabajo. Con base en esto se decidió implementar una 
relación nunca antes probada, la proporción (1:1:1) matriz/agua/ACN. Se realizaron los 
procedimientos de extracción con dicha proporción con el objetivo de mantener la misma 
capacidad de detección del extracto en la matriz. Así pues, se procedió a realizar el análisis 
de extractos blanco bajo el método AOAC y CEN, para dar un vistazo al perfil 
cromatográfico de cada método e identificar posibles interferentes con base en el método 
SIM desarrollado previamente. La Figura 62 presenta los TIC de los extractos de arroz 
obtenidos empleando las versiones para cereales de las metodologías CEN y AOAC 
anteriormente planteadas. 
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Figura 62. Adquisición scan para comparar de los perfiles de extractos de arroz obtenidos por 
los métodos AOAC y CEN. 
 
 
Como se puede apreciar en la imagen, los perfiles del TIC son bastante similares para ambas 
versiones del método QuEChERS empleando la modificación propuesta para analizar 
cereales. No obstante, es posible distinguir la ausencia o una disminución significativa en la 
intensidad de varios picos en el extracto obtenido por la versión CEN, lo cual indicaría que 
preferiblemente se debe emplear este método, aunque en realidad fue necesario probar que 
su eficacia en la extracción de los plaguicidas es superior al método AOAC. Para ello se 
definirá a continuación un método SIM para ejecutar su cuantificación.  
Al reconsiderar las 58 señales del método inicial empleando las estrategias que aumentan la 
sensibilidad del sistema se logró consolidar para el modo de adquisición SIM un total de 50 
señales en las que compuestos altamente polares como el metamidofos, acefato, 
monocrotofos y cimoxanil, y otros difíciles de determinar a baja concentración como el 
propargite, oxadicil, triadimefón y tebuconazol tuvieron que ser descartados de manera 
definitiva. Al evidenciar algunas interferencias que aparecían de modo excluyente, se hizo 
necesario definir dos métodos de análisis de los CEI para los extractos obtenidos por el 
procedimiento de frutas y por el de cereales. Así pues, el método de adquisición, común a 
todas las matrices, se codificó con el nombre QuEChERS.M mientras que el conjunto de 
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métodos de lectura discrimina las versiones de análisis de datos UCEN.M y ACEN.M para 
la metodología de frutas tropicales y la de cereales, respectivamente. A continuación se 
presenta la Tabla 19 con los detalles de los métodos SIM. 
 
 
Tabla 19. Método SIM UCEN/ACEN para MMI. Entre paréntesis iones exclusivos del método ACEN  
No. Compuesto tR(min) 
Señal m/z Proporción de iones 
Señal Tgt Q1 Q2 Q3 Q1 Q2 Q3 
1) PCB 52 16.87 292 290 220 222 78 65 43 
2) Diclorvos 10.02 185 187 220 109 62 19 438 
3) Carbofuran 7F 10.47 164 149 131 122 78 30 24 
4) Carbofuran 7F3OH 11.68 180 161 147 137 32 107 238 
5) Heptenofos 12.49 250 252 215 124 56 148 2136 
6) α HCH 13.59 219 217 181 183 78 104 100 
7) HCB 13.74 284 286 282 288 79 50 34 
8) Carbofuran 13.95 164 149 131 221 55 15 6 
9) β HCH 14.17 217 221 181 183 62 130 123 
10)  HCH  14.26 217 219 181 183 127 140 144 
11) Pirimetanil 14.55 198 199 0 0 60 0 0 
12) Diazinon 14.55 304 179 276 248 126 47 46 
13) Clorotalonil 15.00 266 268 264 0 48 77 0 
14) m paration 15.95 263 109 109 0 89 89 0 
15) Alaclor 16.19 238 (188) 237 (160) 160 (237) 188 (238) 120 (92) 599 (30) 385 (25) 
16) Metalaxil 16.43 249 279 220 234 26 89 71 
17) Fenitrotion 16.92 277 278 260 0 11 54 0 
18) Diclofuanid 17.22 226 224 123 167 183 5403 2393 
19) Malation 17.32 173 158 143 127 41 19 74 
20) Fention 17.64 278 169 153 0 16 10 0 
21) Clorpirifos 17.71 314 316 258 260 73 52 40 
22) Triadimefon 17.86 208 210 181 183 32 31 10 
23) PCB 103 18.35 326 328 330 324 65 21 61 
24) Isofenfos 19.12 213 (121) 255 (213) 185 (255) 121 (213) 34 (217) 58 (101) 113 (85) 
25) Fentoato 19.21 274 246 157 0 25 14 0 
26) Endosulfan a 19.91 337 (339) 339 (337) 341 239 151 (70) 143 (117) 328 (169) 
27) Fenamifos 20.42 303 288 304 260 29 15 20 
28) Hexaconazol 20.41 214 (216) 231 (214) 256 (231) 216 (256) 39 (149) 21 (63) 66 (41) 
29) Profenofos 20.59 337 339 374 372 106 46 34 
30) 4,4*-DDE 20.65 316 318 246 248 119 171 111 
31) Dieldrin 20.66 277 (279) 279 (277) 263 265 81 (103) 113 (117) 75 (80) 
32) Ciproconazol 21.35 222 224 139 141 33 59 19 
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Cont. Tabla 20. Método SIM UCEN/ACEN para MMI. Entre paréntesis iones exclusivos del método ACEN  
No. Compuesto tR(min) 
Señal m/z Proporción de iones 
Señal Tgt Q1 Q2 Q3 Q1 Q2 Q3 
33) Endosulfan b 21.54 339 341 237 265 172 727 391 
34) 4,4*-DDD 21.79 235 237 165 199 65 40 12 
35) 4,4*-DDT 22.71 237 235 165 199 185 59 26 
36) Propiconazol ii 22.83 261 (259) 259 (261) 173 175  151 (66) 265 (117) 197 (75) 
37) Tebuconazol 23.10 250 252 207 163 34 8 14 
38) Epoxiconazol 23.50 194 (192) 192 (194) 206 165 410 (33) 56 (13) 143 (18) 
39) Iprodion 23.74 316 (314) 314 (316) 329 244 135(74) 10 (9) 21 (10) 
40) Tetradifon 24.54 356 358 227 229 52 88 90 
41) λ-cihalotrina 25.19 181 197 208 209 77 50 34 
42) Pirazofos 25.47 373 (221) 221 (232) 232 (373) 0 531 (38) 174 (21) 0 
43) Permetrina ii 26.21 184 (183) 183 (184) 165 (163) 163 (165) 569 (16) 234 (30) 225 (21) 
44) β-Ciflutrina 27.15 226 227 163 165 69 243 155 
45) Cipermetrina 27.31 181 209 281 0 34 5 0 
46) Difenoconazol 29.92 323 325 265 267 65 89 57 
47) Deltametrina 30.48 251 253 255 0 430 106 0 
48) Azoxistrobin 31.21 344 388 372 0 41 17 0 
49) Dimetomorf i 31.29 301 387 303 0 33 33 0 
50) Dimetomorf ii 32.07 301 387 344 303 34 17 32 
 
Así pues, gracias a que se logró configurar el método ACEN para la cuantificación se 
procedió a realizar un experimento comparativo basado en la eficacia de extracción de los 
plaguicidas ejecutando las versiones AOAC y CEN para cereales. Los experimentos se 
realizaron por triplicado y en la cuantificación se realizó corrección con el E.I. El nivel de 
fortificación de la matriz fue 10 µg.kg-1 y todos los procedimientos fueron ejecutados el 
mismo día por el mismo analista. La Figura 63 muestra de manera comparativa la eficacia 
de la extracción por cada método. Los analitos ausentes no se lograron cuantificar. 
Figura 63. Eficacia de extracción (% de recuperación) empleando las versiones AOAC y CEN para cereales. (n=3) 
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Los resultados mostrados en la figura anterior indicaron que, además de que el método 
AOAC produce extractos de arroz con mayor cantidad de componentes endógenos, es 
posible afirmar que los plaguicidas no se logran recuperar dentro de los límites aceptables a 
esa concentración (<70%). Por el contrario, se demostró que el método CEN es capaz de 
recuperar a la mayoría de plaguicidas, inclusive a la concentración de prueba más exigente, 
la cual es 10 µg.kg-1, con lo cual se obtiene evidencia suficiente para definirlo como método 
de elección para la determinación de plaguicidas en cereales ya que se encontraron grandes 
diferencias en la eficacia de extracción. 
Los perfiles cromatográficos al igual que la cantidad de material no volátil dan una idea de 
la “suciedad” presente en un extracto. Adicionalmente el color del extracto es uno de los 
indicadores más evidentes de la suciedad pero a pesar de que a veces puede relacionarse con 
el residuo no volátil que queda después de secar, no se considera una regla puesto que más 
allá del color, la “suciedad” es particular en cada tipo de fruta (p.e.: el extracto de 
banano/casi incoloro pero presenta más interferentes que el extracto de tomate de árbol/rojo 
sangre). Así pues, aunque el color a veces no correlacione muy bien, otras propiedades como 
el pH de los extractos podrían inferir sobre la cantidad de grupos endógenos que fueron 
extraídos inicialmente o retirados empleando los adsorbentes de limpieza. Así pues, se 
decidió comparar el pH de los extractos de arroz (ACEN) y de uchuva (UCEN). Se tomaron 
tres extractos de uchuva y tres de arroz antes y después de la limpieza por d-EFS y con un 
potenciómetro con electrodo de membrana de vidrio debidamente calibrado se midió el pH. 
Los resultados obtenidos se resumen a continuación: 
 UCEN ACEN 
Antes de d-EFS 3,15 3,26 
Después de d-EFS 7,73 5,50 
 
Es necesario aclarar que la medida del pH se hace en extractos en fase orgánica que no 
permiten inferir ni especies ni regiones de pH extrapolables a sistemas acuosos. Con base 
en esto y como se evidenció el pH inicial de ambos extractos está alrededor de 3 unidades 
lo cual indica que la capacidad amortiguadora es suficiente para extraer muestras tan ácidas 
como la uchuva, ya que según, esto los sistemas estarían bien amortiguados, pues de lo 
contrario el valor de pH no sería el mismo. No obstante, lo más interesante aparece al 
comparar el cambio de pH al realizar la limpieza d-EFS. Como se observa, después de 
limpiar el extracto UCEN el pH cambia en cerca de 4,5 unidades, más del doble del cambio 
registrado en el extracto ACEN. Esto no debe confundirse con que el extracto ACEN hubiese 
sido tan ácido, que la PSA no alcanzó a neutralizarlo completamente, ya que se puso en 
evidencia que los extractos están amortiguados. Al contrario, el gran cambio en el extracto 
UCEN indicaría en realidad que la PSA adsorbió una mayor cantidad de compuestos de 
carácter ácido/hidrofóbico, mientras que en el caso del extracto ACEN la cantidad de 
compuestos adsorbidos fue sustancialmente inferior. Así pues, con base en los perfiles 
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cromatográficos y estos resultados es posible inferir que el extracto ACEN no contenía 
tantos compuestos endógenos de carácter ácido y podría servir en experimentos o 
aplicaciones en donde se requiera esta condición. 
 Más allá del recurso instrumental  
La optimización de las condiciones de análisis supone la utilización de recursos relacionados 
con el método en pro de alcanzar una mejor sensibilidad. Bajo un enfoque objetivo, el 
máximo aprovechamiento de los diferentes elementos finaliza en la definición de un límite 
que permita alcanzar resultados satisfactorios con plena confianza. Sin embargo, como en 
cualquier desarrollo tecnológico estos límites no son inamovibles puesto que siempre 
pueden lograrse mejoras sustanciales, sobre todo en procesos complejos donde intervienen 
una multitud de factores. En este apartado se aborda la persistente falta de sensibilidad del 
sistema de detección con el objetivo de atenuar el problema empleando una alternativa que 
va más allá del recurso instrumental al explorar el fenómeno que da origen al efecto matriz.  
En presencia de una matriz cuando se realiza el análisis de los analitos a nivel de residuos, 
las consecuencias en la cuantificación resultan diversas ya que la matriz ejerce efectos 
característicos. Por ejemplo, en CL-EM el efecto matriz ocurre después de la separación al 
disminuirse la eficiencia de la ionización que genera una detección pobre de los analitos 
[114]. Por otro lado, en CG este fenómeno se da lugar en la primera fase del análisis 
instrumental y aumenta la señal de los analitos en presencia de la matriz. Los sitios activos 
pueden ser los responsables del proceso de competencia entre analitos y componentes de 
matriz explicado por Ahumada y Guerrero [185] que se manifiesta en un aumento de la 
sensibilidad cuando se realiza una inyección de analitos en presencia de matriz. Estos sitios 
de unión están distribuidos a través de todo el camino que se recorre durante la separación 
pero prevalecen significativamente en la superficie del inserto de vidrio en el inyector. Como 
se sabe, los procesos de adsorción irreversible o descomposición térmica se dan por medio 
de interacciones de carácter altamente polar y su naturaleza puede atribuirse a la presencia 
de grupos silanol remanentes de la inactivación incompleta durante su fabricación. 
En esta parte del estudio se demostró que una mezcla de compuestos AESA fue capaz de 
simular la acción protectora de la matriz sobre los analitos para evitar el deterioro de las 
señales en solvente basado en los fundamentos mencionados en el capítulo 4.2.3. 
Adicionalmente y como se mostró en la Figura 18 se investigó la adición de AESA que, 
además de mejorar la forma e intensidad de las señales en solvente, podría lograr la 
obtención de respuestas aún mayores cuando se adicionan en extractos de matriz. Con base 
en lo anterior, en esta parte del estudio se decidió ir más allá del uso convencional de los 
AESA para la compensación del EfM y se partió de la premisa de obtener una mejor 
sensibilidad para las señales inclusive para las inyecciones en extracto de matriz al mejorar 
su forma, repetibilidad e intensidad. En principio se decidió ejecutar una serie de ensayos 
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exploratorios de carácter cualitativo para investigar los efectos más apreciables al 
implementar la adición de estos compuestos al inyectable antes del análisis. Como modelo 
se escogió la mezcla recomendada por el laboratorio CVUA55 de Stuttgart (Alemania) un 
EURL56 ampliamente reconocido por ser la cuna de la versión CEN del método QuEChERS. 
Esta mezcla precisa de cuatro compuestos en proporciones definidas: etilglicerol (200 
mg.mL-1), -gluconolactona (10 mg.mL-1), sorbitol (5 mg.mL-1) y ácido shikímico (5 
mg.mL-1). Como ya se ha mencionado, este último ingrediente es de especial interés para 
proteger plaguicidas sensibles a hidrólisis básica. Lamentablemente no todos los 
compuestos son accesibles en el LARP, pues no se tenía disponibilidad del ácido shikímico 
con lo que tuvo que sortearse una alternativa a la mezcla original. En el año 2010, Ahumada 
y Guerrero [168] describieron el uso de los ácidos gálico y tartárico como candidatos a una 
mezcla de AESA que lograban protección mejorada respecto de la que otorga el sorbitol 
sobre una gran variedad de compuestos. Igualmente, en una escala propuesta en este estudio 
se hace referencia al doble de concentración de ácido tartárico para superar el efecto 
protector del ácido gálico. Teniendo en cuenta esto y además las similitudes evidentes en la 
estructura de los ácidos shikímico y gálico (esqueleto idéntico, ambos TPSA: 97,99 Å2), a 
pesar de que ambos no sean aromáticos se decidió realizar su reemplazo ya que se presume 
que los efectos son realmente gobernados por la naturaleza polar de las moléculas. 
La solución preparada empleando las proporciones indicadas pero efectuando el reemplazo 
del ácido shikímico por el ácido gálico se denominó solución CVUA*. Inicialmente se 
inyectó un extracto de banano (B CEN) y granadilla (G CEN) fortificado a 100 ng.mL-1 para 
posteriormente adicionar dicha mezcla al inyectable. Los resultados se observan en la parte 
(a) de la Figura 64. 
  
                                                 
 
55 Chemischen und Veterinäruntersuchungsämter 
56 EU Reference Laboratories for Residues of Pesticides 
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Figura 64. Efecto de la adición de CVUA* en la señal 7-fenolcarbofuran a 100 µg.mL-1 a) Banano y b) Granadilla 
  
La adición de la mezcla CVUA* (30,00 µL por 1,000 mL de extracto) ocasionó un cambio 
notable en el tiempo de retención de la mayoría de señales cromatográficas y como se puede 
observar a simple vista el 7-fenolcarbofuran se desplazó considerablemente, lo cual hizo 
necesario realizar una corrección posterior de las ventanas de adquisición ya que en algunos 
casos las señales no quedaban completas o aparecían segmentadas. Por otro lado, la parte 
(b) de la figura anterior muestra este mismo compuesto pero inyectado en extracto de 
granadilla. Resulta interesante observar que el cambio de matriz no produce 
desplazamientos tan pronunciados como los evidenciados con el uso de la mezcla de AESA 
y que además los efectos son comparables independientemente de la matriz. El anterior 
corrimiento de tiempos de retención indicaría que la adición de AESA tiene un efecto 
importante sobre las señales cromatográficas, que incluso parece ser superior a la naturaleza 
de la matriz.  
Así pues, para evaluar cómo se comportaban las señales al adicionar la mezcla de AESA en 
cada tipo de matriz se dispuso de un conjunto de extractos CEN de las diferentes frutas de 
trabajo y se fortificaron a 100 ng.mL-1 (B, G, P, T, U)57. Inicialmente se inyectó una solución 
de los estándares en solvente, sin embargo la ausencia de casi todas las señales, hizo 
necesario comparar el efecto de estos compuestos empleando como referencia la inyección 
en matriz. Por consiguiente al adicionar los AESA en extractos de fruta y solvente se 
completó un conjunto de inyectables para analizarlos dentro de una secuencia que se ejecutó 
en un orden deliberado. Las condiciones manejadas a continuación indican la codificación 
de cada inyectable y el orden empleado en la secuencia de análisis: 1) Solvente (Slv) + 
                                                 
 
57 B: banano bocadillo, G: granadilla, P: pitaya, T: tomate de árbol y U: uchuva. 
a) b) 
Extracto CEN sin CVUA*  Extracto CEN sin CVUA*  
Extracto CEN con CVUA*  
Extracto CEN con CVUA*  
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AESA, 2) Matriz (M) y 3) M +AESA. Así pues, los extractos fortificados fueron analizados 
sin la adición de la mezcla y posteriormente se contrastaron con los resultados de los análisis 
empleándola. De conformidad con lo anterior se encontraron resultados interesantes al 
comparar el efecto la adición de AESA tanto en solvente como en matriz.  
 (𝑖)𝐸𝑓𝑒𝑐𝑡𝑜 𝐴𝐸𝑆𝐴𝑀 =
𝑆𝑒ñ𝑎𝑙𝑀+𝐴𝐸𝑆𝐴
𝑆𝑒ñ𝑎𝑙𝑀
∗ 100; (𝑖𝑖)𝐸𝑓𝑒𝑐𝑡𝑜 𝐴𝐸𝑆𝐴𝑆𝑙𝑣 =
𝑆𝑒ñ𝑎𝑙𝑆𝑙𝑣+𝐴𝐸𝑆𝐴
𝑆𝑒ñ𝑎𝑙𝑀
∗ 100  
La comparación se realizó para cada tipo de fruta con el fin de evaluar la efectividad de los 
AESA de acuerdo a las anteriores expresiones. Las conclusiones derivadas de las 
expresiones consistieron en dos posibilidades fundamentales: Para la expresión (i) un 
resultado > 100 indica un potencial mejoramiento de la sensibilidad en matriz con la adición 
de AESA y para la expresión (ii) un valor  100 revela la compensación del efecto de la 
matriz por la adición de los AESA. La Figura 65 presenta las comparaciones empleando la 
mezcla CVUA* donde se toma como ejemplo las señales del clorotalonil y de la λ-
cihalotrina, compuestos de elución temprana y tardía respectivamente.  
Figura 65. Comparación por extracto para evaluación de la adición de mezcla de AESA (100 µg.mL-1) 
 
Según los cálculos correspondientes en los triplicados de los análisis de los inyectables se 
presentó una dispersión relativamente baja (RSD10%). Como se observa en la figura de 
anterior, los valores de la expresión (i) para ambos compuestos se encuentran distribuidos 
alrededor de 100% y no se destaca ninguna fruta con un comportamiento excepcional, (fuera 
del rango de 80-120%), así que la dispersión observada entre frutas puede ser adjudicada a 
una variabilidad aleatoria. Por otro lado, cuando se observa las columnas correspondientes 
a la expresión (ii), aparece un contraste evidente. A diferencia del caso del clorotalonil, para 
(i) 
(i) 
(ii) 
(ii) 
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la λ-cihalotrina la relación de comparación de la adición de AESA en solvente frente al uso 
de matriz es menor al 50%. Estos valores, consistentes en todas las matrices evaluadas, 
ciertamente indicarían la ineficacia de los AESA para simular por completo el efecto de la 
matriz sobre este compuesto. Asimismo, como el resultado para el clorotalonil es 
satisfactorio (~100%) se podría pensar que éste es un compuesto indicativo del efecto de la 
matriz ya que la disminución en solvente se ve prácticamente corregida al adicionar los 
AESA, compensando en su totalidad a los componentes de la matriz. 
Igualmente, al identificar el plaguicida acefato en el extracto de banano que se muestra en 
la parte (a) de la Figura 66, se observó que a esta concentración (10 veces mayor al 
equivalente del LMR) solo se logró diferenciar una pequeña señal difícil de integrar, 
mientras que, cuando se adicionó la mezcla AESA (parte b), se logró ver un cambio 
promisorio, aunque no suficiente, que alcanzó cerca del doble de la intensidad inicial. En 
general, con la adición de AESA la mayoría de las señales mejoraron considerablemente en 
cuanto a la forma del pico y la altura haciendo posible un aumento sustancial en la relación 
S/N. Sin embargo, un grupo de plaguicidas polares definitivamente no reaparecieron con la 
adición de la mezcla CVUA* (aún a esta concentración) y otros simplemente no se lograron 
distinguir del ruido de matriz (cimoxanil, dimetoato, monocrotofos, folpet y oxadicil entre 
otros) con lo cual tuvieron que ser eliminados definitivamente del método ante la ausencia 
de mejoras apreciables.  
Figura 66. Comparación de la señal del compuesto acefato a 100µg.mL-1 en a) BCEN y b) BCEN + CVUA* 
 
a) 
b) 
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Como se sabe, el efecto matriz tiene una fuerte dependencia de la concentración puesto que 
a bajas concentraciones se hace más significativo. Ahora bien, teniendo en cuenta el ensayo 
anterior se dispuso realizar una comparación empleando una concentración mucho menor 
(20 µg.mL-1) para evaluar las mejoras por cuenta de la adición de AESA a un nivel cercano 
a las exigencias del método. Adicionalmente y en vista que la naturaleza de los extractos de 
fruta parece no tener una influencia mayor a los efectos observados, se decidió ejecutar estas 
pruebas exclusivamente con extracto de uchuva y arroz como representantes de los métodos 
para frutas y para cereales. Así pues, se realizaron las inyecciones y se observó un ligero 
aumento de la variabilidad por repetibilidad (15%) incluso con corrección por E.I. El Anexo 
15 presenta una muestra de cálculos para los mismos compuestos evaluados anteriormente 
pero en extractos de arroz y uchuva. En esta ocasión es posible observar que se conservan 
algunos de los rasgos ya evidenciados pero mostrando un aumento mucho mayor para el 
clorotalonil y consistencia de los resultados para la λ-cihalotrina. Este comportamiento se 
ilustra en la Figura 67 en donde la adición de la mezcla AESA promueve un aumento 
exagerado (más del tripe) de la señal del clorotalonil en el extracto en matriz de arroz, el 
cual es superado por un aumento mucho mayor en el extracto de uchuva. Al observar el caso 
de la λ-cihalotrina, el uso de los AESA en matriz también aumenta apreciablemente la señal 
(casi el doble), aunque esta vez en igual proporción para ambas matrices. Sin embargo lo 
que resulta más interesante, es que para este compuesto no se logra ver un aumento con la 
adición de la mezcla solamente en solvente lo cual indicaría que a pesar de que los AESA sí 
potencian la señal de este compuesto en matriz, en realidad no son capaces de reemplazar el 
efecto de los componentes de un extracto aún a una concentración en la que se espera que 
su efecto sea más significativo. 
Figura 67. Comparación por extracto para evaluación de la adición de mezcla de AESA (20 µg.mL-1) 
 
Finalmente, los resultados encontrados comunican de manera preliminar que la adición de 
una mezcla de AESA (CVUA*) sí permite mejorar la señal de los compuestos en solvente 
a tal punto que en algunos compuestos como el clorotalonil puede llegar a compensar el 
efecto de la matriz. Además, cuando los AESA son adicionados en diferentes tipos de 
extracto su efecto se potencia enormemente alcanzando una mejora aún más significativa en 
soluciones a baja concentración aunque su efecto según el compuesto es bastante particular. 
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Los resultados encontrados plantearon la posibilidad de aumentar sustancialmente la 
sensibilidad del sistema al emplear los AESA como ayuda en la cuantificación ya que 
potencian el EfM (aumento de las señales detectadas) probablemente al permitir una 
transmisión más eficaz de los analitos a través del sistema cromatográfico. Una vez 
evidenciado el efecto de los AESA, se decidió realizar un experimento para escoger una de 
las mezclas ya propuestas por diversos autores, con el objetivo de implementar la que otorga 
mejores resultados. Teniendo en cuenta consideraciones importantes anteriormente 
abordadas como el tipo de matriz y la concentración se decidió realizar un diseño 
experimental donde se pusieran aprueba el efecto del aumento de las señales por la adición 
de las mezclas. Los componentes de las mezclas son compuestos polihidroxilados 
relativamente pequeños y son comunes para algunas preparaciones pero según los 
investigadores que las desarrollaron varían la proporción y la concentración. En la Tabla 20 
se presentan las estructuras de los compuestos que se emplearon para la preparación de las 
mezclas de AESA. 
Tabla 21. Estructura de los compuestos seleccionados para las mezclas de AESA 58 
(i) Sorbitol (ii) Ácido ascórbico (iii) Ácido gálico (iv) -gluconolactona (v) Etilglicerol 
    
 
Para facilitar la preparación de las diferentes mezclas de AESA se realizaron soluciones 
stock de cada compuesto, con excepción del etilglicerol pues debe ser usado a una 
concentración relativamente alta. Teniendo en cuenta la naturaleza polar y la cantidad de 
grupos hidroxilados en las moléculas fue necesario recurrir al uso de agua para ayudar a 
disolver el soluto pues la solubilidad en solvente orgánico es limitada a estas 
concentraciones. En la Tabla 21 se presentan los detalles de las soluciones stock para usar 
en la preparación de las cuatro mezclas de AESA que se seleccionaron. 
Tabla 22. Preparación de soluciones stock para usar en mezclas AESA 
Compuesto 
Masa Volumen Solvente (v:v) Concentración 
(mg) (mL) (ACN:H2O) (mg.mL-1) 
1 Sorbitol 500 10 1:1 50 
2 Á. ascórbico 500 10 6:4 50 
3 Á. gálico 125 5 6:4 25 
4 -gluconoloactona 500 10 6:4 50 
5 Etilglicerol Puro -*- -*- -*- 
                                                 
 
58 Nomenclatura IUPAC: (i) (2R,3R,4R,5S)-Hexan-1,2,3,4,5,6-hexol, (ii) (5R)-5-[(1S)-1,2-Dihidroxietil]-3,4-dihidroxi-
2(5H)-furanona (iii) ácido 3,4,5-trihidroxibenzoico, (iv) D-(+)-glucono-1,5-lactona, (v) 3-etoxi-1,2-propanediol. 
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Posteriormente se realizaron cuatro mezclas que se codificaron en el orden A1-A4 con fines 
de simplificación en el desarrollo del diseño experimental. Se preparó 1,000 mL de estas 
soluciones y se conservaron a 4°C. Según las recomendaciones de los autores, un volumen 
específico de las mezclas fue adicionado sobre los inyectables antes del análisis 
instrumental. La Tabla 22 muestra la concentración de los AESA en cada mezcla59. 
Tabla 23. Concentración mezclas y volumen adicionado al inyectable 
AESA 
Van der Heide LARP* K/M*60 CVUA* 
A1 [138] A2 [168] A3 [124], [136] A4 [186] 
(µg.mL-1) 
1 - - 4 5 
2 10 4 - - 
3 - 2 2 5 
4 - - 4 10 
5 - 40 40 200 
Vol (µL) 10 25 25 30 
Con la preparación de las mezclas y los hallazgos encontrados en los ensayos preliminares, 
se decidió ejecutar un diseño experimental completamente al azar para extractos ACEN y 
UCEN con tres repeticiones para cada nivel de concentración, en el cual se involucró como 
único factor de prueba en la estructura de tratamientos (τi) la adición de las mezclas de 
AESA, teniendo como referencia un control de inyección en matriz. Con este control se 
realizó una comparación planeada tipo Dunnett en caso de diferencias significativas al 95% 
de confianza. Así pues, el diseño puede escribirse mediante la siguiente expresión: 
𝑆𝑒ñ𝑎𝑙𝑀+𝐴𝐸𝑆𝐴 = 𝜇𝑖𝑗 + 𝜏𝑖 + 𝜀𝑖𝑗 
La ejecución de los análisis se realizó empleando una secuencia de inyección diseñada para 
evitar al máximo la interacción entre las condiciones de las unidades experimentales. Para 
tal fin, siempre se inyectaron los cinco niveles de concentración en forma ascendente (30, 
50, 70, 100 y 200 ng.mL-1; N1-N5) después de la inclusión entre cada bloque de inyecciones 
en solvente como refuerzo para la limpieza del sistema instrumental. Adicionalmente se 
evitó inyectar cantidades de AESA del que pudiesen quedar remanentes así que se inyectó 
iniciando con los más diluidos hacia los más concentrados (A0: Matriz control, A1, A2, A3 
y A4). Finalmente, los resultados de las áreas normalizadas con el E.I. fueron analizados 
empleando de nuevo el programa SAS© 9.2 pero ejecutando la sintaxis del Anexo 16. El tipo 
de matriz y la concentración fueron considerados como factores a homogenizar debido a su 
posible influencia y presumible interacción en caso de que se hubiese incluido en la 
estructura de diseño, con lo cual se dispuso a probar los supuestos del modelo. Con los 
                                                 
 
59 El asterisco indica las modificaciones propias de este estudio.(adición/reemplazo por á. gálico) 
60 Mastovska (2005) /Koesukiwiwat (2011) 
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resultados obtenidos se encontró que en todos los casos el 𝜀𝑖𝑗 se comportó como una variable 
aleatoria independiente con distribución normal, se garantizó que la media del 𝜀𝑖𝑗 es igual a 
cero empleando el método de mínimos cuadrados y además se demostró homogeneidad de 
varianzas con la prueba de Levene (p<0,05). Como se esperaba, en todos los casos los 
resultados fueron significativamente diferentes a ese nivel de confianza, la varianza del 
modelo fue mucho mayor que la varianza del error y además la estructura del diseño explicó 
las variaciones casi en su totalidad pues normalmente el R2 se aproximó al 100%. Por otro 
lado, los bajos valores del RSD confirmaron la homogeneidad del material experimental. 
Para mayor precisión frente a estos dos últimos descriptores la Figura 68 muestra a manera 
de ejemplo algunos resultados para diferentes tipos de compuestos. 
Figura 68. Descriptores cuantitativos del modelo. a)β-HCH, b) clorotalonil, c) diclofuanid, d) β-ciflutrina 
 
Así pues, luego de probar los supuestos del modelo se evaluó la significancia para el único 
tratamiento evaluado y se revisaron los resultados obtenidos para la comparación de medias 
empleando los procedimientos GLM61 en la sintaxis. Como ejemplo se presentan los 
resultados para el diclorvos a 50 ng.mL-1 en extracto ACEN en la Figura 69 En la parte (a) 
se observan los resultados de la prueba Tukey empleada como precedente a la comparación 
planeada de Dunnett ya que como se sabe, ésta se basa en la comparación simultánea de 
todos los elementos de un tratamiento con los de los demás empleando un estadístico de 
diferencia significativa lo cual hace que esta prueba sea bastante exigente, que de hecho se 
ha ganado el sobrenombre HSD o “la prueba de la honestidad62”. Así pues, al observar 
detalladamente es posible diferenciar tres grupos diferentes empleando el agrupamiento 
Tukey de letras (A, B, y C) que indica que el tratamiento A4 (Grupo A) es significativamente 
diferente de todos los demás AESA incluyendo el control A0. Por otro lado, los tratamientos 
A1-A3 aunque se diferencian del tratamiento control (Grupo C), en realidad no presentan 
diferencias estadísticas entre ellos con lo cual se reúnen en el grupo B. Asimismo, al emplear 
                                                 
 
61 General linear models 
62 HSD: Honestly significant difference 
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la comparación planeada de Dunnett versus el control (parte b) es posible confirmar los 
resultados anteriores ya que se encuentran diferencias significativas para todas las mezclas, 
sin embargo la que produce el efecto de mayor aumento sobre la señal en matriz es la mezcla 
A4 con lo que se le puede atribuir el mejor desempeño. 
Figura 69. Fragmentos de la salida de SAS para pruebas de comparación de mezclas AESA del diclorvos en extracto 
ACEN a) Comparación múltiple de Tukey y b) Comparación planeada de Dunnett  
 
 
Como en el anterior ejemplo se lograron discriminar las señales para las que se alcanzaba la 
mejor respuesta empleando cada una de las mezclas de AESA, se realizó una clasificación 
útil para determinar cuál de las mezclas propuestas era la más conveniente al aumentar en 
mayor grado la sensibilidad a los plaguicidas en las inyecciones en matriz. Con base en lo 
anterior, se calculó el porcentaje de señales para los que se obtenía el primer puesto en la 
comparación de Dunnett, obteniéndose en la mayoría de las ocasiones resultados 
contundentes que posicionaron a la mezcla A4 como la mejor mezcla de AESA con una 
frecuencia superior al 50% en primer lugar para todos los niveles de concentración en 
extractos de arroz (Figura 70 parte a). No obstante, los resultados obtenidos en el extracto 
de uchuva, parte (b), no alcanzan la hegemonía sobre las demás mezclas en todas las 
concentraciones, aunque en términos generales se puede decir que también logra el mejor 
efecto. Como se puede observar, la tendencia general es clara y la elección de la mezcla 
AESA radica en la opción presentada por CVUA*.   
a) b) 
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Figura 70. Porcentaje de las señales donde la mezcla AESA se perfiló como la mejor en la comparación de Dunnett 
para cada nivel (p<0,05). Extractos a) ACEN y b) UCEN 
  
Así pues, la elección de una u otra mezcla radica en el comportamiento conjunto y la 
tendencia general en los experimentos observados ya que particularizar el comportamiento 
puede resultar bastante difícil. Ahora bien, teniendo en cuenta que la acción protectora 
depende de la facilidad de la vaporización de los AESA, su efectividad se relacionaría 
únicamente con la predominancia de la molécula neutra. Es importante notar que en este 
caso no se realizó un análisis tipo TPSA como indicativo de la polaridad ya que éste 
solamente revela la distribución de carga en la molécula con base en los átomos que 
componen la estructura, sin tener en cuenta posibles especies formadas en las condiciones 
de trabajo. Asimismo, el parámetro de partición octanol/agua (LogP) es un descriptor 
importante asociado a la polaridad de las moléculas, sin embargo esta propiedad también 
resultaría de poca utilidad para describir su afinidad por los sitios activos altamente polares. 
La anterior afirmación está basada en que las especies presentes tienen dependencia del pH 
de trabajo pues todas las moléculas son próticas y es claro que una especie ionizada, a pesar 
de su polaridad, no podría cumplir su función protectora. Por consiguiente, los compuestos 
de estudio sólo se podrían volatilizar bajo el rango de acidez ya estimado en los extractos 
(pH <5), puesto que sólo bajo este pH ninguna de estas moléculas se ha ionizado. Por 
ejemplo, si se observan los pKa de las moléculas sorbitol, -gluconoloactona y etilglicerol 
es posible afirmar que la ionización ocurre únicamente a un pH muy alcalino. Asimismo, 
los valores negativos de Log P para estas moléculas indican que gracias al gran número de 
grupos oxigenados se tiene una alta afinidad con los sitios activos, aún sin carga efectiva. 
Las demás moléculas también tienen grupos bastante polares y además poseen hidrógenos 
más ácidos que les confieren estados con carga permanente. El anterior es el caso de los 
ácidos ascórbico y shikímico con valores de pKa1=4,36 y 4,10, respectivamente. Al pH de 
trabajo una fracción de estos compuestos no se encuentra ionizada lo cual permite su 
volatilización parcial para efectuar la protección, sin embargo a pesar de que las moléculas 
que se volatilizan son neutras se sigue manteniendo una alta afinidad por los sitios activos 
pues se garantiza un índice de polaridad bastante alto (Ver gráficos de LogD Anexo 17). Por 
ejemplo, el ácido shikímico (LogDpH:5 -2,5) mantiene una polaridad significativa y es 
recomendado bajo condiciones de trabajo muy similares a las de esta investigación. 
a) b) 
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Lamentablemente, en el caso del ácido gálico aunque una fracción permanece neutra, si se 
disminuye significativamente la polaridad (LogDpH:5 -0,5) ya que en estado no ionizado la 
molécula exhibe un comportamiento apolar, lo cual ciertamente dificultaría su acción 
enmascarante. 
Ahora bien, según algunas apreciaciones realizadas por Mastovska et. al [124], se podría 
decir que dependiendo de la combinación de AESA es posible brindar protección a los 
analitos a lo largo de la separación cromatográfica, y que además se puede distinguir algunas 
zonas de influencia donde ciertos compuestos enmascarantes son más efectivos. Con base 
en esto, se decidió evaluar la mezcla A4 diferenciando el efecto que tiene sobre analitos de 
elución temprana, media y tardía (Figura 71). Conforme a lo anterior se realizó un análisis 
estadístico de los resultados del %EfectoAESA de un extracto de arroz. Se empleó el programa 
Statistix 8.0 (Sintaxis en el Anexo 18) con el objetivo de hacer una comparación de las 
regiones de influencia de la mezcla CVUA*a través de un diseño completamente al azar. Se 
probaron los supuestos del modelo (homogeneidad de varianzas por prueba de Bartlett) y se 
confirmó la homogeneidad del material experimental (~30%).  
Los resultados mostraron que empleando la comparación múltiple de Tukey es posible 
diferenciar estadísticamente dos regiones. La región de elución temprana y tardía (grupo A) 
y la región media (Grupo B) ya que los efectos de los AESA sobre la región intermedia del 
cromatograma no son tan pronunciados. Por consiguiente y como se evidenció de manera 
gráfica durante la integración de los CEIs se podría decir que la mezcla CVUA* ejerce 
mayor protección sobre los compuestos que eluyen al principio y al final del análisis. De 
hecho, se había observado que estos compuestos son más propensos al deterioro de la calidad 
de las señales, y según las ideas de Mastovska [124] los responsables de la mejoría de estas 
señales serían el etilglicerol y el sorbitol. Ahora bien, lo anterior sumado a los hallazgos de 
Ahumada [163] que propone al ácido gálico como responsable de la mejora en los 
compuestos de elución tardía, explicaría los buenos resultados en las señales del iprodión, 
λ-cihalotrina, β-ciflutrina, el difenoconazol y la deltametrina. 
Figura 71. Distribución de la elución de los analitos en el perfil cromatográfico. 
 
Después de evidenciar todos estos efectos se quiso comparar el resultado de la adición de 
CVUA* en todo el rango de concentración, con lo que se evidenció que además de que la 
forma e intensidad de los picos mejoraba notablemente permitiendo diferenciar la señal del 
ruido, también fue posible obtener mayores cambios en la señal con cada incremento en la 
concentración de algunos plaguicidas.  
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La Figura 72 contrasta las rectas (señal normalizada por el E.I. vs. concentración) para dos 
plaguicidas en cada matriz empleando la mezcla CVUA*. Como puede observarse, para el 
compuesto clorpirifos no hay cambios apreciables a lo largo del intervalo de concentraciones 
en ambas matrices. Sin embargo, el en el caso del plaguicida diclofuanid la inclinación de 
la recta aumenta ligeramente para la gráfica del extracto ACEN (la relación entre las 
pendientes de las rectas A4/A0= 116). Asimismo, se observa un incremento mucho más 
importante en la sensibilidad en el caso del extracto UCEN, representada en un aumento 
superior al doble cuando no se adiciona la mezcla CVUA* (Relación pendientes= 231). Este 
efecto también se puede observar en dos ejemplo de compuestos de elución temprana 
(carbofuran y clorotalonil) y elución tardía (β-ciflutrina y deltametrina) para ambos 
extractos en el Anexo19 y el Anexo 20. En dichas figuras se pueden también observar 
gráficamente en los CEIs los efectos en la forma e intensidad de los picos sobre un 
fortificado al N2 (30 ng.mL-1) por la adición de la mezcla CVUA*. 
Figura 72. Comparación de la pendiente de las rectas (Respuesta relativa a E.I. vs Concentración) de los 
sistemas ACEN y UCEN sin mezcla (A0) y con mezcla CVUA* (A4) 
 
En conclusión, teniendo en cuenta la complejidad de los fenómenos y de las interacciones 
la conveniencia en la escogencia de las moléculas depende particularmente del sistema 
(plaguicida y matriz). En estos términos se cree que la protección de los analitos al 
enmascarar los sitios activos debe acudir a un proceso complejo en donde se tiene lugar a 
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fenómenos tan variados como la solubilidad, la volatilidad y la polaridad que a su vez 
dependen de la naturaleza de las condiciones de estudio lo cual limitaría la aplicabilidad de 
posibles inferencias basadas en la estructura. Por esta razón se debe mencionar que como se 
acudió al diseño experimental, se contó con una herramienta muy valiosa que permitió llegar 
a conclusiones sólidas e independientes de sesgo o de los resultados de otros investigadores 
para conformar unas condiciones definitivas para la cuantificación en este estudio basadas 
en la inyección de 25uL empleando el método QuEChERS.M con backflushing concurrente 
iniciando a los 15min para analizar extractos obtenidos con el método CEN general, el cual 
incluye una variación para la determinación en cereales, a cuyos inyectables se les debe 
adicionar la mezcla de CVUA* con el objetivo de mejorar la sensibilidad a las 
concentraciones de trabajo.  
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4.2 Validación de las metodologías  
4.2.1 Enfoque del procedimiento de validación  
Antes de comenzar a desarrollar esta parte del estudio es importante resaltar que la 
validación de las metodologías es un aspecto muy importante en el contexto de la 
acreditación de calidad de laboratorios bajo los estándares ISO (p.e.: 17025 ó 15189) pues 
resulta de gran utilidad para demostrar la validez de los resultados. Sobre todo, si se trata de 
métodos tan particulares como los enmarcados en el denominado “análisis de residuos de 
plaguicidas”, es obligatorio considerar aspectos referentes a la validación que son bastante 
específicos, muchos de los cuales se abordarán de aquí en adelante. La determinación a nivel 
de residuos ha cobrado tal importancia en diversos ámbitos que, por ejemplo, el Comité 
Asesor para la Química de Protección de Cultivos63 de la IUPAC conformó una división 
especial en análisis de residuos de plaguicidas. En este marco de referencia Unsworth [187] 
esboza la validación de métodos de análisis de residuos empleando las especificaciones 
dadas en el Documento Guía en Métodos Analíticos de Residuos de Plaguicidas de la OECD 
[188] en donde se incluyen diversos parámetros como el porcentaje de recuperación, la 
selectividad (especificidad), la calibración, la repetibilidad, la reproducibilidad y los límites 
críticos LOD y LOQ. Otras directrices muy similares para este tipo de metodologías también 
han sido expedidas por diferentes instituciones gubernamentales como la APVMA64 [189], 
la US EPA [190] o el BfR65 [191].  
Debido al eminente enfoque pragmático a la hora de controlar y facilitar el comercio de 
alimentos, los puertos de cada país hacen efectivas sus propias barreras de inspección para 
los productos comercializados. Por ejemplo, en el caso de hallar una muestra con residuos 
de plaguicidas se pone de manifiesto la importancia de los criterios que se hayan seguido 
para generar dicho resultado y además la confianza con la que se cuenta para emitir el 
reporte. Ahora bien, en caso de resultados positivos en primer lugar se podría afectar 
seriamente la salud del consumidor, pero además si se llega a conclusiones divergentes 
respecto a la conformidad o a violaciones del LMR, puede estar en duda la imagen del 
productor, del país exportador/importador o en algunos casos de la cadena de 
comercialización pues potencialmente podría resultar impactada ya que la responsabilidad 
transciende instancias legales. A manera de ejemplo, el Anexo 21 muestra una ampliación de 
las alertas y rechazos en frontera de casos recientes del RASFF66 en donde se observan 
notificaciones de alerta y rechazos en frontera de productos contaminados exportados a la 
UE por diferentes países a través de cadenas transnacionales. Este sistema de alertas ha 
                                                 
 
63 Comité afiliado a la “Red global de información y propiedades de agroquímicos” uno de los miembros de “The IUPAC Network”. 
64 Australian Pesticides and Veterinary Medicines Authority 
65 Bundesinstitut für Risikoberwetung 
66 Rapid Alert System of Food and Feed. (http://ec.europa.eu/food/food/rapidalert/about_rasff_en.htm#) 
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evolucionado bastante durante los años y se ha vuelto cada vez más exigente. En el registro 
2007.0932 se puede observar que a pesar de que Holanda notificó una contaminación de 
uvas procedentes de Brasil (vía Alemania) por carbofuran, el cargamento fue distribuido en 
el mercado en el año 2007. Sin embargo, los demás reportes entre los años 2012 y 2013 
muestran acciones efectivas en contra de la llegada de productos contaminados al 
consumidor. Teniendo en cuenta estas consideraciones para adelantar este estudio de 
validación se tomó como marco de referencia el organismo de sanidad europeo representado 
en el comité DG SANCO. Entre los aspectos más importantes que soportan dicha elección 
están la amplia trayectoria de ese grupo de trabajo en este tema, los esfuerzos que este 
organismo supranacional ha efectuado para armonizar prácticas de trabajo y además las 
consideraciones nacionales hacia la diversificación del mercado colombiano. Desde su 
primer reporte en 1985, el comité DG SANCO mostró políticas pioneras en este asunto como 
el Anexo I de la Directiva 85/591/EEC67 [192], las Directivas posteriores: 89/397/EEC 
[193], 91/414/EEC [194] (comité técnico TC 297 CEN “horizontal methods”) y la primera 
aparición de una versión del documento SANCO en el Anexo II de la Recomendación de la 
Comisión 1999/333/EC [195]. Todas las versiones del documento actual 
SANCO/12495/2011 [76], [113], [196–199] impulsaron el establecimiento de parámetros 
de validación y criterios de aceptación comunes a través de acuerdos, directrices y guías de 
trabajo. 
Así pues, teniendo como base el documento SANCO/12495/2011, se tomó el enfoque de 
validación más factible para las condiciones actuales de trabajo en el laboratorio, en las que 
por un lado y a diferencia del enfoque alemán (TC 297 CEN), no se precisa de 
comparaciones interlaboratorio basadas en ISO 5725. Este enfoque es bastante flexible pero 
tampoco se incurre en generalizaciones excesivas como los Métodos Nórdicos NMKL68 en 
dónde se da el mismo tratamiento para la validación de los análisis convencionales a los de 
residuos. Así entonces, se eligió un enfoque común al CSL69 y a la IUPAC [200] en el que 
se presentan los lineamientos para ejecutar la validación únicamente con datos obtenidos en 
el mismo laboratorio (in-house method validation), lo cual reduce el esquema de validación 
a los parámetros que se presentarán en esta sección. A manera de ejemplo se escogió al azar 
el primer compuesto de la lista de analitos, el Anexo 22 muestra los cálculos para el diclorvos. 
4.2.2 Preparación, procesamiento y almacenamiento de muestra 
Para el desarrollo del procedimiento de validación se adquirieron alrededor de 2 kg de 
material vegetal orgánico en un supermercado de la ciudad de Bogotá D.C. Las muestras 
pre-empacadas se conservaron dentro de su empaque durante su transporte hacia el 
                                                 
 
67 Economic European Community 
68 Nordik Methodik Komité for Levnedsmitter. 
69 UK Central Science Laboratory  
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laboratorio [76], [195]. Respecto a la preparación de las muestras, en el Anexo I de la 
Regulación 2005/396/EC [201] se especifican las partes del producto a las que se aplica la 
norma, así entonces en la homogenización del banano bocadillo (perteneciente a los frutos 
misceláneos) se alistó el producto completo y se removieron ambas puntas. En los casos del 
tomate de árbol y uchuva (solanáceas) se tuvo especial cuidado en la remoción de los tallos 
y la vaina protectora, respectivamente. Adicionalmente, debido a su reciente disponibilidad 
en los estados miembros el Anexo I de la Regulación 2010/600/EU [202] incluye también 
nuevos productos como la pitaya y la granadilla. En estos casos se empleó el producto en su 
totalidad después de remover los tallos y la corona (Grupo 14 de las guías del Codex 
Alimentarius [171]). Por otro lado, en el caso de los cereales la resolución 2906 del 2007 
[203] especifica el tipo de cereal a considerar así que se tuvo en cuenta las especificaciones 
para arroz descascarillado blanco para el que aplica la normatividad vigente con base en los 
lineamientos del Codex Alimuentarius (Grupo 16). 
En el procesamiento de las muestras es muy importante tener en cuenta que hay evidencia 
de posibles pérdidas de ciertos analitos [142], sin embargo sólo para ciertos plaguicidas estos 
efectos llegan a ser significativos (p.e.: ditiocarbamatos, derivados ftálicos) por lo cual se 
prescindió de la homogenización criogénica recomendada en dichos casos. La 
homogenización del material vegetal se realizó durante el mismo día de adquisición y se 
dispuso de empaques para conservar el total homogenizado colocando aproximadamente 
(50-100) g con especial cuidado de evitar la permanencia de burbujas de aire que promueven 
procesos oxidativos excesivos durante el almacenamiento. Estas unidades se identificaron 
adecuadamente usando etiquetas indelebles no removibles y se refrigeraron a (-20 °C) para 
tener muestras a disposición durante toda la duración del estudio. 
4.2.3 Declaración de la eficiencia de la extracción con el solvente  
La eficiencia de la extracción de los analitos dentro del alcance de la validación depende de 
diversos factores. Entre éstos hay elementos particulares como a) factores intrínsecos del 
método: momento dipolar neto del solvente (ACN), la temperatura y el tiempo de extracción, 
b) factores de cada ensayo: composición y tamaño de partícula y además, tratándose de un 
MMR, se tiene un factor adicional c) el espectro de propiedades fisicoquímicas del conjunto 
analitos del estudio (organoclorados, organofosforados y piretroides). Respecto a lo anterior 
y acudiendo sobre todo al carácter multiresiduo de esta metodología resulta inevitable 
comprometer en cierto grado la eficiencia de extracción en el caso de algunos plaguicidas 
[204]. De hecho no es muy fácil saber que tan bien se representa la verdadera contaminación 
de una muestra empleando estos métodos de análisis a tal punto que las guías de Métodos 
Analíticos de Residuos de la US EPA [190] cuestionan la conveniencia de usar los 
experimentos de recuperación para reflejar la eficiencia con que se extraen los residuos y 
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considera a la radiovalidación70 [176] como la única garantía real de su evaluación. Sin 
embargo, se debe resaltar que este tipo de resultados son exclusivos de sistemas particulares 
exclusivos al compuesto evaluado, hecho que no permite valorar la situación para otros. Tal 
caso se ilustra en los estudios adelantados por Erazo y Guerrero [205], Maestroni et. al [142] 
y Fussell et. al.[206] donde se carece de posibilidades de extensión o aplicabilidad a otros 
sistemas pues los estudios se basaron únicamente en el uso de clorpirifos radiomarcado (14C) 
como trazador. En ese mismo sentido se puede afirmar que en la práctica la extrapolación 
de estas deducciones deriva en un costo insostenible ya que su aplicación al análisis 
multiresiduo resulta de por sí inviable (ya que existen infinitas combinaciones 
analito/matriz). 
Adicionalmente, como se sabe el uso de compuestos radiomarcados sólo sirve como una 
aproximación al problema real, ya que, en caso de una baja eficiencia de extracción (cantidad 
considerable de radioactividad sin extraer), la causa puede hallarse en una unión permanente 
(que en realidad es inocua) o en compuestos derivados que no están incluidos en el LMR. 
Así pues y teniendo en cuenta estas consideraciones y los altos costos de producción de los 
ensayos empleando los llamados incurred pesticides71 [207], se tuvo que acudir a una 
aproximación más sencilla empleando los estudios de recuperación convencionales. Con 
respecto a lo anterior, en 2012 Anastassiades et.al [208] evaluó la eficiencia de extracción 
empleando el método QuEChERS como una alternativa pragmática que, sin omitir una gran 
diversidad de parámetros, permitió demostrar acertadamente la representación de eficiencia 
de la extracción por el porcentaje de recuperación empleando este método. 
  
                                                 
 
70 Ejercicio en el que los resultados obtenidos con estándares frios (compuestos sin marcar con isótopos radiactivos) son comparables 
con los resultados provenientes del uso de un método radiométrico (p. e. Contador de centelleo líquido). 
71 Los agroquímicos son incorporados durante el ciclo de crecimiento de los alimentos con el objetivo de imitar condiciones reales de 
interacción entre el plaguicida y la matriz de análisis. 
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4.2.4 Especificidad/selectividad  y límites críticos  
La guía de terminología en medición analítica de la Eurachem del 2011 desestima la 
conveniencia de usar el término especificidad, ya que no está definido en el VIM72 [209] ni 
está recomendado por la IUPAC [210]. A pesar de ello, en la Guía de Validación Analítica 
de la ICH73 (2005) ocurre lo contrario. De hecho, en dicha guía únicamente se usa el término 
especificidad y se define como “la habilidad de evaluar inequívocamente el analito en 
presencia de componentes de los que se podría esperar su presencia” [211].  
No obstante, en el 2006 la IUPAC publicó el “Glosario de términos relativos a los 
pesticidas”, la guía de referencia oficial más cercana a los contenidos en este trabajo, y se 
observó que no se hace alusión al término especificidad en ninguno de sus apartados. 
Adicionalmente, desde el 2001 esta organización recomienda ampliamente el uso del 
término selectividad. Este término, que está ampliamente definido, se usa para “describir el 
alcance del método para determinar analitos particulares en mezclas o matrices sin la 
interferencia de otros componentes de comportamiento similar” [77]. Por consiguiente y 
según lo que se puede interpretar, la línea divisoria entre estas definiciones resulta bastante 
difusa. En términos generales, la especificidad se refiere a un método capaz de generar una 
respuesta única para un analito. Por otro lado, la selectividad es un concepto mucho más 
general y aplicable pues considera que si se tiene la capacidad de dar respuesta a diferentes 
entidades químicas y se pueden distinguir unas de otras se pude decir que el método puede 
considerarse selectivo. Así pues ya que, por lo menos en cromatografía, existen muy pocos 
métodos que sólo respondan a un único analito, el término selectividad resulta ser más 
apropiado. En este estudio se decidió no emplear ambos términos de manera intercambiable 
para evitar confusión, ya que sólo si se trabajara en modo EMarn o scan (EMar) se podría 
llegar a brindar una respuesta única para cada compuesto lo cual permitiría expresarse en 
términos de especificidad. En las Figuras 73 a 76 se presenta de manera ilustrativa los CEI 
como un modo de confirmar la selectividad del sistema, en dónde se indica la respuesta del 
sistema a una serie de inyecciones de matriz fortificada a tres niveles de concentración (a. 
bajo, b. intermedio y c. alto). Estas señales aumentan consistentemente con la concentración. 
Asimismo, la ausencia de señales en la matriz blanco se evaluó conforme al documento 
SANCO/825/00 del 2010, en el que se indica que los valores considerados como blancos de 
matriz se pueden obtener de muestras no fortificadas que no presenten interferencias que 
superen el 30% del LOQ y en caso de que se exceda se debe justificar debidamente [212]. 
Un ejemplo ilustrativo de esta situación es el caso para el clorpirifos en matriz de arroz 
mostrada en el Anexo 23. Es así como en la sección (d) correspondiente a la señal del blanco, 
claramente se observa la presencia de un pico con las mismas cantidades relativas de los 
iones monitoreados al mismo tiempo de retención. Sin embargo si se observa 
                                                 
 
72 Vocabulaire international de métrologie. 
73 International Conference of Harmonisation. 
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detalladamente, a pesar de su presencia la intensidad de este pico alcanza sólo una altura 
entre 2000 y 2500 cuentas que resultan ser menos del 20% de la intensidad del pico en la 
sección (d) al LOQ (10µg.kg-1). Este caso es una evidencia de la gran relevancia de la 
presentación de la selectividad y los límites críticos de manera gráfica a través de los 
cromatogramas que, dada la imposibilidad práctica de conseguir material idéntico 
completamente libre de interferencias, constituye una alternativa muy importante para la 
emisión de juicios de valor que se ajusten a la realidad y condiciones del análisis74. A manera 
de ejemplo, en las Figuras 73 a la 74 se muestra para cada metodología un compuesto 
fácilmente analizable y otro con interferencias que dificultan la determinación a niveles 
bajos. Con base en lo anterior, se procedió a analizar los blancos de matriz para todas las 
señales y se verificó la ausencia de interferencias apreciables con lo que se procedió a 
estimar y a confirmar los límites críticos. 
Los límites críticos que se evaluaron para este estudio cuantitativo son el límite de detección 
y el límite de cuantificación. Para ello se siguió la metodología de la US EPA reseñada por 
Corley [213] en la que se emplea una aproximación de dos fases para establecer dichos 
límites de la metodología. Es importante mencionar que este procedimiento tiene la 
particularidad de contemplar los límites críticos de toda la metodología a diferencia de otras 
aproximaciones más idealistas que se limitan a la parte instrumental. La primera fase se 
centra en la estimación de los límites (LODE y LOQE) a través de la medida del ruido pico 
a pico (Npp) alrededor del tiempo de retención del analito, mientras que en la segunda fase 
se pone a prueba este resultado haciendo uso de la metodología. El procedimiento que se 
realizó para el establecimiento de los límites críticos puede resumirse en los siguientes 
pasos: 
1. Se analizaron independientemente 5 extractos control de cada matriz sin fortificar. 
2. Se midió el Npp para cada rango de ruido en los CEI detallados en el Anexo 24. 
3. Se calculó el promedio del ruido Npp para las 5 mediciones. 
4. Se calculó la concentración de una solución que podría generar una señal 3xNpp para estimar el valor 
del LOQE  y LODE (altura de un nivel a 10-30 ng.mL-1). 
5. Se probó el LODE (3-10 ng.mL-1) y se calculó la S/N para cada compuesto. A los compuesto que no 
pudieron ser detectados a esta concentración (Respuesta = 0), se les estimó el LODE en 10 ngmL-1 
ya que se disponía de inyecciones a ese nivel. 
6. Se verificó que si se detectaba el compuesto la S/N fuera > 3. (Anexo 24). Para algunos compuestos 
(marcados con *) la S/N<3, pero se observaba una señal aceptable así que se le definió el LOQ (µg.kg-
1). En otros casos (**) a pesar de que la S/N>3 la intensidad de la señal no era visiblemente aceptable 
así que se aumentó. 
7. Finalmente se analizaron fortificados al LOQ (n=3) y se demostró su capacidad de determinar los 
compuestos con exactitud y precisión. 
                                                 
 
74 Los CEI relacionados para todos los compuestos dentro del alcance de la validación de ambas metodologías se encuentran en un 
material suplementario disponible aquí (ACEN y UCEN). 
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Finalmente se quiere hacer claridad acerca de los casos en donde no se encuentren señales, 
o si se encuentran y tienen una S/N<3, pues el valor a reportar será “<LOD” especificando 
la metodología usada ya que no se debe reportar concentración igual a cero pues en la 
práctica es imposible confirmar la ausencia de residuos [76]. 
Figura 73. Selectividad y límite de cuantificación para profenofos en matriz de arroz. 
 
Figura 74 Selectividad y límite de cuantificación para epoxiconazol en matriz de arroz. 
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Figura 75. Selectividad y límite de cuantificación para clorotalonil en matriz de uchuva. 
 
 
Figura 76 Selectividad y límite de cuantificación para permetrina en matriz de uchuva. 
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4.2.5 Declaración de estabilidad de analitos y efecto matriz  
A diferencia de las evaluaciones extensivas de estabilidad de materias primas, materias en 
proceso o producto terminado en la industria farmacéutica [214], en el análisis de residuos 
de plaguicidas se suele simplificar este proceso en la validación, haciendo uso de los estudios 
metabólicos relacionados para demostrar su estabilidad en periodos cortos (días a meses) 
que pueden ser comparables con procesos de degradación en condiciones determinadas. Por 
otro lado, si de manera excepcional se reconoce la necesidad de evaluar su estabilidad, ya 
sea a priori (relaciones estructura-reactividad) o por evidencia que permita inferir posible 
inestabilidad bioquímica, térmica, hidrolítica, etc., sólo se hace necesario evidenciar si la 
concentración del plaguicida permanece lo suficientemente invariable para considerar que 
las soluciones preparadas en solvente o los extractos en matriz no inducen su conjugación 
ni degradación a compuestos más simples [188]. Así pues y con base en los hallazgos de El- 
Bidaoui et. al [142] existe evidencia que demuestra la estabilidad de los plaguicidas en la 
matriz procesada si se mantiene refrigerada a -20°C hasta por un periodo de un mes. Por 
consiguiente, con base en diversos estudios que han demostrado la estabilidad de las 
soluciones de trabajo en condiciones de preservación similares a las que se implementaron 
en este estudio para las soluciones stock en AcOEt (stock de carbofuran preparado en 
MeOH) se empleó como criterio para el desecho un control de peso cuando se obtenía una 
pérdida mayor al 1% para evitar concentración por volatilización. Las soluciones mezcla se 
prepararon en ACN y fueron conservadas en frascos ámbar a -20°C. 
Las curvas de calibración se realizaron empleando estándares preparados en blanco de 
matriz (matrix-matched calibration) [212] ya que con base en los resultados presentados en 
la sección 7.3 como también en la literatura [120], [126], [215], [216] se encontró suficiente 
evidencia de la presencia destacable del EfM (>>120%) para la mayoría de los plaguicidas 
empleados. 
4.2.6 Linealidad y Rango de trabajo 
La linealidad de un método analítico es la capacidad para poder producir resultados 
directamente proporcionales (o por medio de una transformación matemática) a la 
concentración de un analito en la muestra. La función de calibración en este estudio siempre 
se ajustó a una función lineal y, conforme a esto, se probaron los supuestos asociados a lugar 
teniendo de partida las siguientes consideraciones [200]: 
 Por lo menos 6 niveles de calibración cuando fuera posible. 
 Niveles igualmente espaciados o entre 50-150% del nivel crítico a evaluar (LMR). 
 Triplicados independientes y aleatorios de estándares por cada nivel. 
 Uso de estándares preparados en matriz. 
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Estas consideraciones se tuvieron en cuenta para la construcción de las curvas de 
calibración. Sin embargo, respecto al primer punto, las curvas de calibración de un pequeño 
grupo de compuestos sólo tienen 5 niveles para ambas metodologías, debido a que el primer 
punto usado (0,010 µg.mL-1) en algunos casos no fue cuantificable (<LOQ) e hizo necesario 
establecer la menor concentración o Nivel Inferior de Calibración (NIC) en el siguiente nivel 
(N2-N6). En todas las curvas de calibración el NIC estipulado (en µg.mL-1) corresponde 
directamente al LOQ definido en la metodología (en mg.kg-1) pues el factor de conversión 
corresponde a la unidad. Así pues, se calculó la ecuación lineal por el método de los mínimos 
cuadrados para cada señal (normalizada con el E.I. (PCB  52)). Estos parámetros se 
encuentran especificados en el Anexo 25, en el que se expresa el intercepto y la pendiente 
con el número adecuado de cifras significativas especificando su desviación estándar 
particular (Sa y Sb). 
La evaluación de la linealidad fue realizada con parámetros adicionales que validaron la 
inspección visual de la curva de calibración. Toda la evaluación estadística de la linealidad 
se realizó al 95% de confianza. Entre las herramientas empleadas se realizó un test de 
comparación de medias (t de Student) para las siguientes hipótesis: 
 Ho1: El intercepto no es significativamente diferente de cero (a=0) 
 Ho2: La pendiente no es significativamente diferente de cero (b=0) 
 Ho3: No existe correlación entre la concentración y la respuesta (NEXY) 
Idealmente, si la primera prueba (Ho1) se supone no significativa se podría aceptar la 
hipótesis nula, y el método se consideraría específico en ausencia del analito pues no debería 
esperarse señal alguna. Sin embargo, como se ha visto, la selectividad limitada en la 
detección da lugar a eventuales interferencias. Por otro lado, para todas las señales se 
rechazó la hipótesis nula de la pendiente (Ho2) ya que la señal siempre cambió con la 
concentración, no permanecía constante. Adicionalmente, para todas las señales se rechazó 
la hipótesis Ho3 que indica que no hay regresión entre la concentración y la respuesta, pues 
se confirmó con valores del coeficiente de correlación r >0,99 con excepción de compuestos 
como diclofuanid, difenoconazol y azoxistrobin por el método ACEN, aunque como se sabe, 
el juicio de linealidad con este coeficiente tiene un valor limitado. 
Respecto al ajuste al modelo lineal, se realizó un ANOVA en el que se descompuso la 
varianza del modelo entre la varianza debida a los factores de regresión y carencia de ajuste, 
para la cual se rechazó la hipótesis Ho4 en todos los casos, mientras que varios compuestos 
presentaron un desvío significativo de la linealidad al rechazar la Ho5. 
 Ho4: No hay regresión significativa entre concentración y respuesta (NRXY) 
 Ho5: No hay desvío significativo de la linealidad (ND) 
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Es importante notar que en caso de que no se cumplieran las hipótesis del modelo, estos 
resultados no indicarían irrevocablemente que no se cumplía el modelo lineal para esta 
aplicación. Estas desviaciones sólo quieren decir que la prueba es muy exigente y por 
ejemplo, habría un desvío de la linealidad a este nivel de confianza al rechazar a Ho5. Una 
opción trivial para resolver lo anterior sería disminuir el nivel de confianza, pero en realidad 
se puede demostrar que el modelo lineal si fue el adecuado por otros medios. Por ejemplo, 
el compuesto Azoxistrobin en el caso del método ACEN, presenta significancia para Ho5 
indicando que aparentemente hay desvío de la linealidad (aún con r = 0,99035), sin embargo 
como se observa en la Tabla 23, el valor r2 es el mayor entre otras alternativas. Esto indica 
claramente que a pesar de la conclusión estadística, la escogencia de éste entre otros 
modelos, es la que mejor puede explicar la varianza asociada en la curva de calibración. 
Tabla  24. Comparación de modelos alternativos para el azoxistrobin en el 
método UCEN.[217] 
 
 
Otras maneras de juzgar la linealidad puede ser usando la gráfica de residuales. En la Figura 
77 se puede observar que en la tabla de valores para el endosulfan α por el método ACEN, 
la gráfica y las conclusiones estadísticas presentan buenos resultados, y que además los 
residuos se encuentran distribuidos de manera uniforme y sin tendencias apreciables en todo 
el rango de concentración. 
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Figura 77 . Curva de calibración de endosulfan α en matriz de arroz. 
 
Uso de AESA. Respuesta normalizada con E.I. Resultados de las 5 pruebas estadísticas  
S: Significativa, NS: No significativa. 
 
Sin embargo, a pesar de que la Figura 78 también presenta una buena gráfica y conclusiones 
esperadas, en un caso similar para el HCB por el método UCEN se observa que el gráfico 
de residuales tiene un aumento incuestionable con la concentración. Esto reveló 
inmediatamente un patrón de heterocedasticidad típico de algunas curvas de calibración, que 
podría resolverse empleando una calibración ponderada. Sin embargo, en el análisis a nivel 
de residuos se emplean curvas de calibración convencionales ya que este comportamiento 
es relativamente normal y no incurre en errores exagerados. 
Figura 78. Curva de calibración de HCB en matriz de uchuva. 
 
Uso de AESA. Respuesta normalizada con E.I. Resultados de las 5 pruebas estadísticas  
S: Significativa,NS: No significativa. 
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Por último, otra manera mucho más útil que la inspección visual de la recta o el coeficiente 
de correlación, que en algunos casos pueden llegar a ser engañosos, es la evaluación de los 
resultados a través una gráfica donde se relaciona la concentración y la proporción entre la 
respuesta y la masa de analito inyectada. Esta relación es mucho más sensible a la falta de 
linealidad [218]. En las Figuras 77 y 78 es posible observar ligeras variaciones pero en 
realidad la tendencia se mantiene relativamente estable a través del rango de trabajo.  
No hay un criterio unificado respecto a la definición del concepto del rango de trabajo puesto 
que algunos autores indican que podría calcularse como la razón entre la concentración del 
nivel superior y el inferior (0,250µg.mL-1/0,010 µg.mL-1=25), pero en realidad algo más 
importante que su magnitud es su utilidad derivada de la linealidad. Según la ICH [211] éste 
se establece al confirmar que el método provee un grado aceptable en términos de linealidad, 
exactitud y precisión cuando se ejecuta en concentraciones a los extremos de la curva de 
calibración, o por ejemplo, en un caso análogo en farmacología para la determinación de 
impurezas con potencial efecto tóxico, desde el límite de cuantificación hasta el límite 
regulatorio. En este estudio ambos valores (LOQ y LMR) coinciden en la mayoría de 
plaguicidas y en los casos en donde no ocurre, los valores se encuentran con seguridad dentro 
del rango calibrado. En ese sentido, el desempeño del método en el rango de trabajo se puso 
a prueba en el apartado a continuación.  
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4.2.7 Exactitud y precisión  
La validación de un método permite al analista demostrar la veracidad de la información 
que entrega en sus resultados. La tercera edición del VIM [209] define la veracidad de las 
mediciones como el grado de concordancia entre un número infinito de mediciones. Esta 
definición expresaría la habilidad hipotética del método para producir valores cercanos al 
valor considerado como verdadero. En la práctica sólo es posible hacer un conjunto finito 
de medidas (repeticiones bajo condiciones específicas) a las que se les asocia un grado de 
concordancia relativa que está restringido a la variabilidad aleatoria, y por consiguiente, la 
veracidad de la medida preferiblemente se debería asociar al concepto contrario del error 
sistemático estimado a través del sesgo. 
Ya en la práctica, en vez de utilizar únicamente la noción de veracidad resulta mucho más 
útil la definición del concepto de exactitud ya que éste incluye tanto fuentes de error 
sistemático como de error aleatorio. La exactitud se refiere al grado de concordancia entre 
un valor medido y un valor de referencia. Al representar una situación real, dicha relación 
siempre incluye tanto los efectos asociados de la precisión y de la veracidad de la medición 
[210]. Por esta razón en este estudio los apartados de precisión y exactitud75 no se abordaron 
individualmente sino de manera simultánea. 
El porcentaje de recuperación se define como la fracción de la cantidad total de sustancia 
recuperable al ejecutar una metodología [219]. Por consiguiente, este parámetro proporciona 
información acerca de la habilidad para determinar la concentración del plaguicida 
considerada como verdadera, o por lo menos la incluida dentro de la definición del LMR 
(cantidad extraíble). Así pues, los valores aceptables de recuperación pueden variar según 
el país, la normativa vigente o la concentración del plaguicida en el ensayo, pero en el marco 
de la aplicación general (>0,01 mg.kg-1) y con base en la guía DG SANCO/12495/2011 el 
rango de aceptación se encuentra entre el 70% y el 120%. La ICH recomienda que la 
exactitud sea evaluada a través del rango del método analítico [211]. 
La precisión de un método de ensayo se expresa cuantitativamente como “imprecisión” a 
través del cálculo de la desviación estándar de una serie de resultados independientes, 
aunque en este documento preferiblemente se mostrará la desviación estándar relativa 
(RSD). Debido al hecho de que el porcentaje de recuperación se evaluó a diferentes niveles 
de concentración, la expresión relativa de la dispersión facilita la comparación de la 
precisión entre magnitudes diferentes. La precisión como repetibilidad (RSDr) se denomina 
como la comparación de mediciones independientes hechas sobre material idéntico y bajo 
las mismas condiciones (analista, aparatos e instrumentos) y después de intervalos de tiempo 
cortos. Así mismo, el grado de concordancia entre mediciones independientes con el mismo 
                                                 
 
75 En realidad referido coloquialmente al concepto veracidad. 
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método pero bajo condiciones distintas como analistas, equipos o después de intervalos de 
tiempo más prolongados se denomina precisión intermedia o reproducibilidad (RSDR). Esta 
última da una idea integral de las variaciones propias del ejercicio en el análisis de rutina. 
En una validación es conveniente evaluar la precisión tanto en condiciones de repetibilidad 
como de precisión intermedia. Por esta razón se realizaron experimentos de recuperación 
siguiendo el esquema de la Tabla 24: 
Tabla 25. Experimentos de recuperación para las metodologías validadas 
Periodo de evaluación Día 1 Día 2 Día 3 
Operador Analista 1 Analista 2 Analista 1 
Método de análisis 
Nivel (µg.kg-1) ACEN UCEN ACEN UCEN ACEN UCEN ACEN UCEN 
10 A (n=5) U (n=5) A (n=1) U (n=1) A (n=1) U (n=1) A (n=1)+M (n=1) P (n=1) 
30 A (n=5) U (n=5) A (n=1) U (n=1) A (n=1) U (n=1) A (n=1)+M (n=1) G (n=1) 
70 A (n=5) U (n=4) A (n=1) U (n=1) A (n=1) U (n=1) A (n=1)+M (n=1) B (n=1) 
200 A (n=5) U (n=3) A (n=1) U (n=1) A (n=1) U (n=1) A (n=1)+M (n=1) T (n=1) 
Matrices empleadas: A: arroz, M: malta, U: uchuva, P: pitaya, G: granadilla, B: banano bocadillo, T: Tomate tamarillo.  
 
El consolidado de la evaluación a diferentes niveles de concentración presentado en el Anexo 
26 y el Anexo 27 se resume en la Tabla 25 en dónde se define un % de recuperación típico al 
cual se le asocian valores de precisión como repetibilidad y precisión intermedia 
(reproducibilidad). Este estimador de la recuperación global del plaguicida sólo es válido 
una vez se ha demostrado que existe homogeneidad de varianzas entre los resultados de los 
niveles de concentración evaluados empleando la prueba C de Cochran [220], como una 
alternativa recomendada entre otras pruebas de homocedasticidad disponibles pero más 
sensibles al desvío de la normalidad (p. e., se ejecutó la prueba de Hartley con resultados 
similares). Por el contrario, hay tres casos puntuales dónde se impide el cálculo del 
porcentaje de recuperación típico (7-fenol-3hidroxicarbofuran, diclofuanid y fentoato) ya 
que se observó una incidencia significativa (p>0,05) de la concentración que hace necesaria 
la discriminación de los resultados obtenidos estableciendo un rango de recuperación  
Por otro lado, empleando la relación de órdenes de magnitud para los valores de 
concentración extremos (N1:1*10-8 y N6:2*10-7) y la RSDR obtenida como medio de 
evaluación de la variabilidad del método se calculó una predicción de la desviación estándar 
empleando la ecuación de Horwitz76 [221], aunque algunos estudios recientes indican que 
esta ecuación podría sobrestimar la predicción en valores <0,1 mg.kg-1 [222] y por esta razón 
no se usó de manera estricta sino que solamente como una guía. Se calculó posteriormente 
la relación entre el valor obtenido y la predicción (Relación HORRAT) que se considera 
como aceptable si es inferior a dos [223] y que como se ve en la Tabla 25 la relación se 
                                                 
 
76 Esta ecuación surgió inicialmente como indicador del desempeño para estudios colaborativos, sin embargo es posible emplearla para 
evaluar la precisión en validaciones de laboratorio individual (In-house, single laboratory validation).  
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cumple holgadamente para todos los compuestos con excepción del clorotalonil en el 
método UCEN. Teniendo en cuenta esto y como se ha observado hasta el momento, se 
ejecutó la validación de ambos métodos en el rango de trabajo, permitiendo realizar una 
cuantificación confiable de los analitos bajo las condiciones de análisis. 
Tabla 26. Exactitud de las metodologías como % Recuperación típico, precisión como repetibilidad (r)y 
reproducibilidad (R) y su evaluación en la expresión de Horwitz (valores aceptables HORRAT<2) 
Metodología ACEN UCEN 
No. Compuesto %Rec Tipico 
RSD 
HORRAT 
%Rec 
Tipico 
RSD 
HORRAT 
SR SR 
Sr SR N1 N6 Sr SR N1 N6 
1) PCB 52 (E.I.) 100.0 0.0 0.0 0 0 100.0 0.0 0.0 0.00 0.00 
2) Diclorvos 103.5 3.5 6.3 0.20 0.31 92.8 3.8 7.9 0.25 0.39 
3) Carbofuran 7F 106.9 3.6 7.1 0.22 0.35 97.1 3.1 4.8 0.15 0.24 
4) 
Carbofuran 
7F3OH 105.2 102.7 7.0 22.2 0.69 1.09 
89.6 6.3 11.7 0.36 0.57 
5) Heptenofos 102.2 4.0 8.3 0.26 0.41 93.4 3.0 4.9 0.15 0.24 
6) a HCH 103.1 3.7 5.7 0.18 0.28 92.8 3.4 5.6 0.18 0.28 
7) HCB 93.1 3.8 6.5 0.20 0.32 91.7 3.7 6.5 0.20 0.32 
8) Carbofuran 105.5 5.0 7.9 0.25 0.39 92.9 4.4 6.8 0.21 0.33 
9) b HCH 102.4 5.0 9.3 0.29 0.46 93.4 5.9 5.8 0.18 0.28 
10) g HCH 106.2 4.9 8.9 0.28 0.44 96.9 5.5 7.9 0.25 0.39 
11) Pirimetanil 107.5 3.8 6.8 0.21 0.33 93.3 4.9 13.0 0.41 0.64 
12) Diazinon 105.4 7.6 13.4 0.42 0.66 87.8 6.0 10.7 0.34 0.53 
13) Clorotalonil 36.9 11.8 51.5 1.61 2.53 34.7 25.5 68.0 2.13 3.34 
14) m paration 112.1 7.6 11.2 0.35 0.55 110.2 13.9 15.3 0.48 0.75 
15) Alaclor 103.6 3.6 4.6 0.14 0.23 106.6 5.0 7.8 0.24 0.38 
16) Metalaxil 100.6 3.6 5.1 0.16 0.25 94.2 3.1 4.4 0.14 0.21 
17) Fenitrotion 114.7 6.2 9.5 0.30 0.47 98.7 7.5 8.7 0.27 0.43 
18) Diclofuanid 74.8 73.1 13.1 45.9 1.43 2.25 79.6 14.6 30.4 0.95 1.49 
19) Malation 104.4 4.0 5.4 0.17 0.27 97.0 7.4 8.1 0.25 0.40 
20) Fention 102.2 4.5 6.4 0.20 0.31 93.3 4.2 13.1 0.41 0.64 
21) Clorpirifos 105.6 3.3 5.4 0.17 0.26 96.9 4.5 5.9 0.19 0.29 
22) Triadimefon 105.3 4.3 4.9 0.15 0.24 93.4 3.6 4.6 0.14 0.22 
23) PCB 103 91.8 3.3 4.5 0.14 0.22 90.3 3.7 4.8 0.15 0.24 
24) Isofenfos 101.0 3.9 5.3 0.16 0.26 97.8 3.6 4.3 0.13 0.21 
25) Fentoato 122 119 7.9 8.1 0.25 0.40 98.1 5.0 6.2 0.19 0.30 
26) Endosulfan a 97.3 4.8 7.6 0.24 0.37 94.0 4.6 5.9 0.19 0.29 
27) Fenamifos 109.7 5.1 5.4 0.17 0.26 94.5 7.7 7.5 0.24 0.37 
28) Hexaconazol 101.5 4.1 5.7 0.18 0.28 96.1 4.0 5.9 0.18 0.29 
29) Profenofos 104.7 5.7 6.8 0.21 0.33 95.4 7.2 7.4 0.23 0.36 
30) 4,4*-DDE 93.9 5.3 6.4 0.20 0.31 94.4 4.1 5.4 0.17 0.26 
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Cont. Tabla 27. Exactitud de las metodologías como % Recuperación típico, precisión como repetibilidad 
(r)y reproducibilidad (R) y su evaluación en la expresión de Horwitz (valores aceptables HORRAT<2) 
Metodología ACEN UCEN 
No. Compuesto %Rec Tipico 
RSD 
HORRAT 
%Rec 
Tipico 
RSD 
HORRAT 
SR SR 
Sr SR N1 N6 Sr SR N1 N6 
31) Dieldrin 98.1 3.6 5.4 0.17 0.27 92.0 4.4 6.1 0.19 0.30 
32) Ciproconazol 105.8 4.2 5.5 0.17 0.27 94.8 5.1 6.6 0.21 0.32 
33) Endosulfan b 99.1 4.2 6.2 0.19 0.31 97.7 3.8 8.3 0.26 0.41 
34) 4,4*-DDD 99.9 4.9 6.0 0.19 0.29 96.5 4.9 6.0 0.19 0.30 
35) Propiconazol i 108.3 4.6 6.0 0.19 0.29 109.9 9.7 11.5 0.36 0.56 
36) 4,4*-DDT 101.3 10.8 22.4 0.70 1.10 98.0 6.1 8.3 0.26 0.41 
37) Propiconazol ii 102.0 5.0 5.7 0.18 0.28 101.1 7.5 10.3 0.32 0.51 
38) Tebuconazol 107.6 6.3 7.1 0.22 0.35 102.5 9.2 10.4 0.33 0.51 
39) Epoxiconazol 108.2 7.4 11.4 0.36 0.56 96.0 11.1 11.3 0.35 0.56 
40) Iprodion 106.5 6.6 8.9 0.28 0.44 93.2 7.4 9.2 0.29 0.45 
41) Tetradifon 103.9 6.6 8.2 0.26 0.40 94.0 9.3 11.0 0.34 0.54 
42) L-cihalotrina 102.3 5.5 6.9 0.22 0.34 98.7 9.5 11.5 0.36 0.57 
43) Pirazofos 109.2 7.8 8.2 0.25 0.40 98.0 7.1 7.9 0.25 0.39 
44) Permetrina ii 103.2 7.1 8.5 0.26 0.41 104.3 10.4 14.2 0.44 0.70 
45) Ciflutrina 104.2 10.5 11.7 0.36 0.57 98.9 10.5 12.2 0.38 0.60 
46) Cipermetrina 103.6 9.5 10.7 0.33 0.52 107.3 15.5 20.0 0.63 0.98 
47) Difenoconazol 110.5 19.4 17.7 0.55 0.87 120.9 12.6 18.3 0.57 0.90 
48) Deltametrina 114.0 14.3 13.5 0.42 0.66 112.5 15.1 24.2 0.76 1.19 
49) Azoxistrobin 117.1 18.5 16.7 0.52 0.82 96.2 12.5 20.7 0.65 1.02 
50) Dimetomorf i 115.7 15.9 14.1 0.44 0.69 96.1 9.8 16.1 0.50 0.79 
 
4.2.8 Robustez 
Según la definición de la ICH [211] la robustez de un procedimiento analítico es una medida 
de su capacidad para mantenerse sin cambios ante variaciones pequeñas pero deliberadas en 
los parámetros del método, que provee una indicación de su confiabilidad durante el uso 
normal. En la planeación del ensayo de robustez para este estudio se tuvieron en cuenta 
diferentes etapas aplicadas a la metodología de análisis para uchuva. En la primera etapa se 
identificaron los siete parámetros que tienen mayor probabilidad de ejercer posibles cambios 
sobre los resultados, ya sea por su influencia directa en los procesos fisicoquímicos durante 
el análisis como por su probabilidad de ocurrencia. Fue por esta razón que se evitó incluir 
parámetros instrumentales optimizados previamente, ya que suponen de por sí cambios que 
deben evitarse tanto como sea posible a través de la calibración y verificación permanente 
del equipo para asegurar la confianza en parámetros tales como la presión, flujos y 
temperaturas del cromatógrafo como los valores adecuados de vacío, ejes de masas, 
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intensidad, potenciales electrostáticos y otros más dentro del proceso de sintonización del 
espectrómetro. Basándose en los diseños experimentales de Plackett y Burman [224] con 
posibles series de experimentos de 4,8,12,16 32..y más ensayos, se empleó el modelo de 
sólo 8 experimentos propuesto por Youden y Steiner [225]. Las 7 variables relacionadas 
consistieron en factores que influencian los procesos de extracción y limpieza de la muestra. 
Para la extracción se escogieron la masa de las sales de MgSO4, NaCl y los citratos además 
del modo de agitación, mientras que para la fase de limpieza sólo se tuvo en cuenta las 
cantidades de MgSO4 ya que sólo se recomienda la agitación con vórtex. En la segunda 
etapa se eligieron los niveles de prueba para dichas variables. En este tipo de diseños los 
niveles pueden escogerse de dos maneras. La primera, según la adaptación de la AOAC 
[226], usa las cantidades (A-G) como los valores “normales” de operación del método y los 
(a-g) como valores alternativos mayores (+) o menores (-), esta aproximación es 
especialmente útil cuando se cuenta con información previa acerca del efecto de este 
cambio. Sin embargo, otra alternativa más adecuada para este caso es emplear valores a los 
extremos del valor normal [227]. El esquema del diseño experimental empleado se muestra 
en la Tabla 26 a continuación. 
Tabla 28. Representación del diseño experimental de Youden y Steiner  
Factor de variación 
Nivel de 
prueba 
Ensayo 
1 2 3 4 5 6 7 8 
A MgSO4(g) 3,80-4,20 + + + + - - - - 
B NaCl(g) 0,90-1,10 + + - - + + - - 
C Na3Cit(g) 0,90-1,10 + - + - + - + - 
D Na2HCit(g) 0,40-0,60 + + - - - - + + 
E Agitación extracción Manual/Vórtex + - + - - + - + 
F MgSO4(mg.mL-1) 145,0-155,0 + - - + + - - + 
G PSA(mg.mL-1) 20,0-30,0 + - - + - + + - 
Resultado Observado s t u v w x y z 
Se pudo emplear una combinación de ambas aproximaciones como en este caso ya que para 
las cantidades en masa se usan rangos de valores pero para el parámetro cualitativo se 
emplea la condición normal y una alternativa. Se tuvo en cuenta que los valores cuantitativos 
usados en el ensayo debían superar ampliamente las variaciones esperadas por imprecisión 
debida a la incertidumbre tipo A de las balanzas. Al ejecutar el diseño experimental 
empleando uchuva fortificada a nivel 2 (30µg.kg-1) se obtuvo una matriz de resultados para 
cada plaguicida en cada ensayo (s-z). Con dichos resultados se calculó la diferencia entre 
sus efectos combinados para compararlos posteriormente con la raíz cuadrada de los valores 
de precisión como repetibilidad. 
En la Tabla 27 es posible apreciar que los valores sombreados (>√RSD r) tienen una 
frecuencia particularmente alta en el factor (VE= Modo de agitación) para la mayoría de los 
plaguicidas, la cual se puede distinguir fácilmente si se examina el minigráfico adjunto en 
dónde se observa que predomina entre los valores a diferencia de los demás factores. Estos 
resultados indican que el método presenta una robustez generalizada a los factores probados 
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con excepción del modo en que se ejecuta la agitación durante la extracción de las muestras. 
Es importante notar que el modo “normal”, es decir el indicado en el método oficial, 
contempla una extracción por agitación manual por 1 min antes y después de la adición de 
las sales y se considera como el paso recomendado en la aplicación de este método. 
Tabla 29. Resultados del ensayo de robustez en uchuva a 30µg.kg-1. Sombreados >√RSDr 
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4.2.9 Control estadístico 
 
El uso rutinario del método demanda el uso de herramientas de control que permitan conocer 
la historia del sistema y su estado actual con el fin de distinguir variaciones aleatorias de 
variaciones específicas y así poder tomar decisiones con base en la comparación de los 
resultados. Si se considera que el sistema está fuera de control estadístico, todos los 
resultados generados después de ese punto deben ser considerados como potencialmente 
erróneos. En las cartas de control se tiene en cuenta una gran cantidad de datos y se destacan 
como herramientas de estadística descriptiva que resultan útiles para el trabajo rutinario. La 
AOAC recomienda un mínimo de 20 valores para calcular una media y una desviación 
estándar [226], a pesar de ello el trabajo realizado con un número inferior de datos se resume 
en la Figura 79 en donde se muestran gráficos de control para inyecciones a 0,030µgmL-1. 
En estos gráficos se incluyeron los límites de advertencia (±2*SD) y límites de acción 
(±3*SD) propuestos por Shewart para el control dentro del laboratorio [142]. En el gráfico 
(a) se evalúa la estabilidad de la sensibilidad del sistema de EM a través de la relación entre 
la respuesta del E.S. y el E.I., los cuales claramente se mantienen dentro de control 
estadístico. Por otro lado, para la evaluación del sistema cromatográfico se podría tener en 
cuenta una gran variedad de parámetros. En este caso se eligió la resolución cromatográfica 
para reflejar su desempeño, uno de los factores más sensibles a la contaminación de las 
columnas. Como se puede ver, los valores de la resolución se calculan como % del valle 
entre los picos adyacentes que comparten un mismo fragmento (m/z: 217) monitoreado en 
modo SIM. Como no hubo tendencias apreciables ni tampoco se repiten los datos fuera del 
límite de advertencia, no fue necesario tomar acciones correctivas como el mantenimiento 
del sistema. En caso de datos más allá del límite de acción, se requiere atención inmediata 
del analista. Además de los casos mencionados, donde se podría requerir corrección 
inmediata, hay razones menos evidentes para que los datos excedan dichos límites como lo 
es la introducción de un error sistemático o un deterioro en la precisión que puede aumentar 
la desviación estándar. Según los resultados obtenidos y debido a que en este documento 
sólo se muestran unos pocos datos que están limitados a los ensayos de validación, se 
recomienda alimentar los gráficos con una mayor cantidad de puntos que aumenten la 
robustez de este control durante su uso en la rutina. 
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Figura 79. Cartas de control. (a) Sensibilidad relativa del sistema de detección, (b) desempeño en la separación de compuestos 
adyacentes y (c) Voltaje del electromultiplicador necesario para mantener la sensibilidad adecuada en la sintonización 
a)  
b)  
c)  
A relativa (adimensional), Rs: %Valle entre picos m/z 277 para β- y -HCH, VEM en mV,  P: Promedio, S; Desviación estándar. 
 
Asimismo, antes de cada secuencia de inyección se ejecutó el procedimiento automatizado 
de sintonización del EM más conocido como tune, por sus siglas en inglés. En este 
procedimiento, el software del EM realiza una serie de ajustes a través de un algoritmo 
específico (p.e., Atune, Quicktune, etc) que maximiza la señal de un grupo de tres iones-
isotopos diagnóstico del patrón de calibrado PFTBA77 variando preferencialmente unos u 
otros parámetros de ajuste. Adicionalmente, los valores obtenidos se comparan 
estadísticamente con relación a iones de referencia como los de compuestos atmosféricos 
como: oxígeno, nitrógeno y vapor de agua para evaluar el vacío del sistema. Estos ajustes 
de potencial o corriente se realizan sobre las partes más importantes del sistema de EM como 
el filamento, el repeledor, los lentes electrostáticos de entrada y de enfoque, las asignaciones 
del eje de masas (potencial de compensación y ganancia del cuadrupolo) y el multiplicador 
                                                 
 
77 Perfluorotributilamina., uno de los patrones perfluorados más usados en EM.  
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de electrones. El objetivo en cada sintonización es maximizar la sensibilidad manteniendo 
condiciones confiables de medición de los iones. La Figura 80 muestra los resultados de los 
tune que demostraron una buena estabilidad en el sistema espectrométrico. 
Figura 80 . Resultados de la sintonización empleando el algoritmo Atune. EM Agilent technologies 5973C.- 
 
Iones diagnóstico e (isótopos 13C) PFTBA. m/z: 69 (70), 219 (220) y 502 (503). 
 
Otros modos de ejercer control en el desempeño del instrumento consisten en definir los 
límites entre 1-2% de diferencia de alturas o áreas en inyecciones sucesivas empleando 
analitos aislados en solvente (System Suitability) [226], sin embargo no se empleó ninguna 
evaluación de esta naturaleza ya que estos criterios resultan poco realistas en este tipo de 
aplicaciones debido, principalmente, a que esta técnica presenta un pronunciado EfM.  
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4.2.10 Verificación de la metodología 
Con el fin de verificar si las metodologías cumplen con su propósito dentro del marco 
definido por la validación, se realizó como ejemplo el análisis de dos muestras comerciales 
de cereales siguiendo el procedimiento que se muestra a continuación: 
1. Recepción de las muestras (Verificación del cumplimiento de requisitos para la 
recepción como: codificación del cliente, cantidad, estado de preservación, etc.) 
2. Identificación de las muestras en el laboratorio: 
a. Muestra de malta “cosecha 2011”. Código LARP: m1153. 
b. Muestra de harina “panificación”. Código LARP: m1156. 
3. Cuarteo de la muestra y toma de submuestra y contramuestra para conservación a 
temperatura ambiente a cargo del personal del laboratorio. 
Una vez se recibieron los recipientes de las contramuestras se procedió a tomar las 
porciones analíticas para ejecutar la metodología ACEN para cereales. El esquema de 
trabajo consistió en la homogenización empleando una licuadora para disminuir el 
tamaño de partícula generando un polvo granulado. Posteriormente se realizó el análisis 
de las muestras por duplicado junto con un recuperado a N2 (30µg.kg-1) en matriz de 
malta blanco. La muestra control de malta si estaba previamente verificada (blanco) 
empleando CG-µECD/NPD mientras que de harina no se disponía de muestras que no 
estuvieran contaminadas por lo que no se pudo realizar el recuperado en esa misma 
matriz. El procedimiento de análisis ACEN consistió en los siguientes pasos: 
1. Se pesaron 10,00 ±0,01 g de muestra en un tubo eppendorf de 50 mL. 
2. Se adicionó 10,00 ±0,01 mL de ACN. 
3. Se adicionó 10,00 ±0,01 mL de agua desionizada (4°C). 
4. Se agitó manualmente durante 1 min. 
5. Se adicionó: 
a. 4,00±0,20 g de MgSO4. 
b. 1,00±0,10 g de NaCl. 
c. 1,00±0,10 g de Na3Cit. 
d. 0,50±0,10 g de Na2HCit. 
6. Se agitó manualmente durante 2 min. 
7. Se centrifugó a 4000rpm por 5 min. 
8. Se alistó un tubo eppendorf de 10 mL con: 
a. 300±10 mg de MgSO4. 
b. 50±10 mg de PSA. 
9. Se transfirieron 2,0 ±0,1 mL de extracto al tubo de 10 mL. 
10. Se agitó con vórtex durante 2 min. 
11. Se centrifugó a 4000 rpm por 5 min. 
12. Se transfirió una alícuota de 950,0 µL de extracto limpio a un vial de 2 mL. 
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13. Se adicionaron 30,00 µL de AESA y 20,00 µL de E.I. (10 µg.mL-1) y se agitó. 
El set de ensayos consistió en el análisis de los siguientes ítems: (2) porciones blanco de 
procedimiento malta y arroz78 ‘B’, (2) dos porciones analíticas de malta m1153 ‘M (1) 
y M(2)’, (2) dos porciones analíticas de harina m1156 ‘H(1) y H(2)’ y (1) porción 
analítica para recuperado a 30µg.kg-1 de SMFM 328 ‘R2’. La Tabla 28 muestra el 
ejercicio de fortificación de las porciones analíticas. Por otro lado, la preparación de los 
inyectables se realizó de acuerdo a la Tabla  29. 
Tabla 30. Fortificación de porciones para análisis por metodología ACEN. 
Solución 
(concentración) 
Vol. (µL) M (1) M (2) H (1) H (2) R2 B 
SMFM 328 (10µg.mL-1) 30,00       
E.S. (10µg.mL-1) 20,00       
Tabla 31. Preparación de inyectables para secuencia instrumental. 
Solución 
(concentración) 
Vol. 
(µL) 
M(1,2) 
H(1,2) 
R2 
B  
(M, H) 
N2 –Malta 
(30µg.mL-1) 
N4 –Arroz 
(70µg.mL-1) 
Extracto matriz limpia 950,0    900,0 µL 860,0 µL 
SMFM 328 (10µg.mL-1) -    30,00µL 70,00µL 
E.S (10µg.mL-1) 20,00      
E.I. (10µg.mL-1) 20,00      
Mezcla A.E:  30,00      
Una vez preparados los 8 inyectables se realizó la secuencia de inyección en el CG-EM 
bajo el método QuEChERS.M y programando el ALS en el siguiente orden: 
1. ACN. 
2. Blanco de malta. 
3. Nivel N2 en blanco de malta. 
4. ACN. 
5. Blanco de arroz. 
6. Nivel N4 en blanco de arroz. 
7. ACN. 
8. M (1) 
9. M (2) 
10. ACN 
11. H (1) 
12. H (2) 
13. ACN. 
14. R2 
                                                 
 
78 El blanco de arroz se usó para la evaluación y elaboración del nivel correspondiente a la evaluación de la harina. 
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La secuencia de análisis gastó alrededor de 9h, incluyendo los tiempos de enfriamiento 
entre inyecciones empleando el sistema de preparación anticipada de inyección durante 
el enfriamiento asistido con aire. Los cromatogramas resultantes se analizaron 
empleando el método ACEN. Se inspeccionaron los blancos de arroz y malta sin 
evidenciar interferencias apreciables. El recuperado fue integrado y comparado con los 
resultados del nivel N2, arrojando los resultados que se muestran en la Tabla 30 a 
continuación. 
Tabla 32 . Resultados recuperado(R) empleando metodología ACEN a 30µkg-1 en malta. 
Nombre 
tR 
(min) 
N2 (Malta) A N2/ A E.I 
R2 
(Malta) 
A R2/ A E.I %R* 
PCB 52 16.87 2132040 1 1986850 1 “-*-“ 
Diclorvos 10.01 44656 0.0209 56492 0.0284 135.7 
Carbofuran 7F 10.45 130615 0.0613 158218 0.0796 130.0 
Carbofuran 7F3OH 11.68 708327 0.3322 622357 0.3132 94.3 
Heptenofos 12.49 18221 0.0085 17125 0.0086 100.9 
a HCH 13.59 88748 0.0416 75880 0.0382 91.7 
HCB 13.74 443396 0.2080 271586 0.1367 65.7 
Carbofuran 13.98 174120 0.0817 171631 0.0864 105.8 
b HCH 14.19 59740 0.0280 49144 0.0247 88.3 
g HCH 14.26 59270 0.0278 47719 0.0240 86.4 
Pirimetanil 14.57 1060100 0.4972 875226 0.4405 88.6 
Diazinon 14.55 101599 0.0477 83076 0.0418 87.7 
Clorotalonil 15.04 37925 0.0178 29367 0.0148 83.1 
m paration 15.95 39959 0.0187 36704 0.0185 98.6 
Alaclor 16.20 198419 0.0931 177927 0.0896 96.2 
Metalaxil 16.43 97588 0.0458 87833 0.0442 96.6 
Fenitrotion 16.91 48536 0.0228 43777 0.0220 96.8 
Diclofuanid 17.22 22928 0.0108 19655 0.0099 92.0 
Malation 17.32 112083 0.0526 97001 0.0488 92.9 
Fention 17.64 627052 0.2941 437667 0.2203 74.9 
Clorpirifos 17.70 85962 0.0403 73634 0.0371 91.9 
Triadimefon 17.88 165988 0.0779 136593 0.0687 88.3 
PCB 103 18.35 347183 0.1628 225363 0.1134 69.7 
Isofenfos 19.12 186068 0.0873 173286 0.0872 99.9 
Fentoato 19.21 131708 0.0618 118847 0.0598 96.8 
Endosulfan a 19.92 9139 0.0043 5352 0.0027 62.8 
Fenamifos 20.49 137999 0.0647 135858 0.0684 105.6 
Hexaconazol 20.44 111323 0.0522 100051 0.0504 96.4 
Profenofos 20.61 24514 0.0115 22564 0.0114 98.8 
4,4*-DDE 20.66 175412 0.0823 127215 0.0640 77.8 
Dieldrin 20.67 37345 0.0175 29318 0.0148 84.2 
Ciproconazol 21.39 198823 0.0933 188208 0.0947 101.6 
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Cont. Tabla 33 . Resultados recuperado(R) empleando metodología ACEN a 30µkg-1 en malta. 
Nombre 
tR 
(min) 
N2 (Malta) A N2/ A E.I 
R2 
(Malta) 
A R2/ A E.I %R* 
Endosulfan b 21.54 3430 0.0016 2549 0.0013 79.7 
4,4*-DDD 21.80 385168 0.1807 329928 0.1661 91.9 
Propiconazol i 22.71 59747 0.0280 54924 0.0276 98.6 
4,4*-DDT 22.72 55476 0.0260 24747 0.0125 47.9 
Propiconazol ii 22.86 134544 0.0631 120277 0.0605 95.9 
Tebuconazol 23.14 82813 0.0388 81069 0.0408 105.0 
Epoxiconazol 23.53 102666 0.0482 99131 0.0499 103.6 
Iprodion 23.76 25482 0.0120 20707 0.0104 87.2 
Tetradifon 24.55 30133 0.0141 27058 0.0136 96.4 
L-cihalotrina 25.19 85109 0.0399 68776 0.0346 86.7 
Pirazofos 25.48 73401 0.0344 75049 0.0378 109.7 
Permetrina ii 26.22 133090 0.0624 105329 0.0530 84.9 
Ciflutrina 27.15 12955 0.0061 8764 0.0044 72.6 
Cipermetrina 27.31 43284 0.0203 44205 0.0222 109.6 
Difenoconazol 29.93 33174 0.0156 35699 0.0180 115.5 
Deltametrina 30.48 3693 0.0017 3776 0.0019 109.7 
Azoxistrobin 31.22 55979 0.0263 59855 0.0301 114.7 
Dimetomorf i 31.30 26877 0.0126 27620 0.0139 110.3 
Valores absolutos del área en cuentas.min-1, *El %R (% Recuperación) se calculó empleando 
las áreas de N2 y R2 relativas al E.I. 
Como se puede observar en la tabla anterior, la mayoría de compuestos tienen un %R 
conforme a la validación ya que son aceptables para este nivel de concentración (70-120%). 
No obstante algunos compuestos presentan valores inferiores (p.e., HCB, endosulfan α y 
4,4’-DDT) o por el contrario superiores (p.e., diclorvos, Carbofuran 7F). Llama la atención 
que todos los compuestos con valores por debajo de los límites aceptables son 
organoclorados. Esto podría deberse a que el método ACEN hace uso de extracción 
ACN:agua (1:1) lo cual podría comprometer en cierta medida la recuperación de estos 
compuestos poco polares. A pesar de esto se observa que la recuperación global es buena y 
se considera que los valores fuera del rango en realidad no están muy alejados.Por otro lado, 
la Tabla 31 muestra los hallazgos encontrados en la muestra m1153, en la que se omiten las 
señales que no se observaron reportadas como <LOQ. 
Tabla 34. Resultados del análisis de la muestra m1153 por el método ACEN 
Nombre tR (min) 
N2  
(Malta) 
A N2/ A E.I M (1) M (2) 
A M (x)/ A E.I. Concentración 
(µg.kg-1) M (1) M (2) 
PCB 52 16.87 2283360 1 1763360 1747150 1 1 M (1) M (2) 
Clorpirifos 17.70 117612 0.0515 8067 7929 0.0046 0.0045 2.66 2.64 
PCB 103 18.35 351341 0.1539 215490 212028 0.1222 0.1214 23.83 23.66 
Cipermetrina 27.31 43985 0.0193 19501 16762 0.0111 0.0096 17.22 14.94 
Deltametrina 30.48 6190 0.0027 5416 5373 0.0031 0.0031 33.99 34.03 
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Se observó la presencia de 5 señales empleando el método de análisis ACEN, dos de ellas 
corresponden al E.I. y al E.S. Primero que todo, al observar la recuperación promedio del 
E.S. (%R= 0,1218/0.1539*100=79,14%) se cumple con los límites previstos, lo cual indica 
que la integridad de las muestras se mantuvo aceptable durante el análisis además de no 
observarse diferencias importantes entre los duplicados.  
Por otro lado, el cálculo de la concentración de clorpirifos (2,66 y 2,64) µg.kg-1 indica que 
estos valores se encuentran por debajo del LOD de la metodología. Así pues, se debe tener 
en cuenta que el resultado a reportar en este caso corresponde al concepto”<LOD”, que 
como se ha mencionado antes, no indica la ausencia del plaguicida en la muestra. 
Continuando con el plaguicida cipermetrina, los valores (17,22 y 14,94) µg.kg-1 se 
encuentran en una situación particular dado a que su LOD es 10 µg.kg-1 mientras que el 
LOQ es igual a 30 µg.kg-1, resultando en otro concepto interesante en el análisis de residuos 
que califica a este valor numérico como trazas, un intermedio que permite afirmar la 
presencia del plaguicida, pero se limita al concepto cualitativo ya que no puede ser 
cuantificable con exactitud y precisión. Con base en esto, en este caso el resultado a reportar 
no pudo ser el valor calculado sino el concepto de trazas anteriormente relacionado. 
Finalmente, para el plaguicida deltametrina se calcularon valores de (33,99 y 34,03) µg.kg-
1 los cuales superan el LOQ del método. Por consiguiente se decidió comparar estos 
resultados con el valor calculado a partir de la curva de calibración:  
Concentración. = (0,0031-0,0010) cuentas.min-1/0,120 cuentas. mL.min-1.µg-1= 0,0339 µg.mL-1=33,9 µg.kg-
1 
Este resultado puede ser corregido a voluntad para calcular el valor en µg.kg-1, pero como 
el %R se encuentra dentro de los rangos establecidos no se hace necesario. Con estos 
resultados  se consigue una buena correspondencia entre los valores a reportar, ya que son 
cuantificables y pueden ser reportados como el promedio empleando cualquiera de los dos 
métodos de cálculo. Adicionalmente, al comparar con los resultados obtenidos empleando 
el método del AcOEt con limpieza con GPC (0,038 mg.kg-1) el error relativo es del 10,5%. 
Ahora bien, con respecto a la muestra m1156 se presentan los resultados en la Tabla 32. En 
esta tabla se observa la presencia de un valor cercano al esperado para la recuperación del 
E.S. (%R= 0,1280/0.1546*100=82,79%) lo cual supone que el análisis se encuentra dentro 
del rango establecido en la validación. Sin embargo, es necesario notar que este valor podría 
estar condicionado por el efecto de la matriz, ya que no se dispone de harina blanco y la 
muestra se comparó con un nivel preparado en blanco de arroz. Estas consideraciones son 
importantes pues, como se sabe, el EfM es inconsistente y depende de una multitud de 
factores.   
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Tabla 35. Resultados del análisis de la muestra m1156 por el método ACEN 
Nombre tR (min) 
N4 
(Arroz) 
A N4/ A E.I H (1) H (2) 
A H (x)/ A E.I. Concentración 
(µg.kg-1) H (1) H (2) 
PCB 52 16.86 2224820 1 1969280 1969010 1 1 - - 
Clorpirifos 17.70 221244 0.0994 3042 3031 0.0015 0.0015 1.09 1.08 
PCB 103 18.34 344016 0.1546 252036 251965 0.1280 0.1280 24.831 24.827 
Deltametrina 30.48 14438 0.0065 28222 27856 0.0143 0.0141 154.58 152.60 
 
Posteriormente se procedió a calcular otras señales presentes en la muestra. En el caso del 
clorpirifos se observa un caso similar al de la muestra m1153, ya que los valores (1,09 y 
1,08) µg.kg-1 son inferiores al LOD, así que no se puede reportar su presencia. Por el 
contrario, se observa una señal importante para la deltametrina de alrededor del doble del 
área del nivel empleado. Los valores de concentración calculados para la deltametrina 
(154,58 y 152,60) µg.kg-1 pertenecen al rango de trabajo que llega hasta los 200 µg.kg-1, así 
que no fue necesario realizar diluciones de la muestra para realizar la cuantificación. Estos 
valores encuentran un alto grado de concordancia con los reportados con el método AcOEt 
(153 µg.kg-1), presentando un error relativo no mayor al 1%. Con base en estos resultados 
el único plaguicida a reportar en esta muestra es la deltametrina. El grado de concordancia 
entre las muestras es bastante bueno y a diferencia de la anterior muestra donde el error es 
mayor esta diferencia puede ser adjudicada a que se trabaja a una concentración mucho 
menor que está, de hecho, en el extremo inferior del rango de trabajo. 
Tabla 36. Resultados del análisis de verificación de la metodología ACEN. 
Matriz Código Identidad 
Concentración 
(mg.kg-1) 
LOD 
(mg.kg-1) 
LOQ 
(mg.kg-1) 
LMR* 
(mg.kg-1) 
Malta m1153 
Cipermetrina trazas 0,010 0,030 * 
Deltametrina 0,034 0,010 0,030 * 
Harina m1156 Deltametrina 0,154 0,010 0,030 0,300 
*No se reporta LMR correspondiente a la malta o productos de derivados en la Resolución 2906-MPS 
[203].  
 
Los resultados para ambas muestras que deben consignarse en el informe de análisis se 
resumen en la Tabla 33. Los resultados obtenidos se compararon con los límites regulatorios 
vigentes para estos productos teniendo en cuenta que son cereales destinados a consumo 
doméstico. Sin embargo, únicamente se encontró un LMR para comparar con la muestra de 
harina para panificación (m1156), la cual cumplió con la legislación vigente al encontrarse 
por debajo del límite de referencia. Respecto a la muestra de malta no se pudo realizar la 
comparación ya que a pesar de que tanto la cipermetrina como la deltametrina se encuentren 
reguladas para una gran variedad de cereales en la legislación del Ministerio de Protección 
Social no aparecen valores para el producto en cuestión. Esta situación deja dos opciones 
para evaluar la conformidad de este producto, podría compararse con los valores del Códex 
Alimentarius o por otro lado usarse otro cereal similar como referencia provisional. No 
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obstante, como no se conoce el uso que se le dará a este producto no podría asociarse 
fácilmente a otro producto. Por consiguiente, se buscaron los valores de cipermetrina y 
deltametrina en la versión online del Códex, pero lamentablemente no se encontraron LMRs 
asociados directamente a la malta ni a semillas para la fabricación de bebidas. Por esta razón, 
y como segunda opción se descarta la comparación para evitar la responsabilidad indebida, 
y este análisis se limita a un ejercicio académico ya que no es posible comparar con 
legislación extranjera pues no se conoce a profundidad los requisitos pactados con el cliente. 
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5.1 Consideraciones 
 
 
Dentro de las políticas de desarrollo que se gestan actualmente en todo el mundo existe una 
esfera creciente que apoya y promueve el establecimiento de garantías de trazabilidad en los 
alimentos, su calidad e inocuidad y el respeto por el medio ambiente. La presencia de 
compuestos tóxicos en los alimentos es una preocupación que crece en todo el mundo, 
aunque en realidad aún no tiene un lugar privilegiado dentro de la mayoría de los gabinetes 
gubernamentales ya que los primeros rubros generalmente se destinan en defensa, industria 
y comercio. Indirectamente, en este último aspecto la inocuidad alimentaria ha venido 
cobrando mayor importancia en años recientes, debido principalmente a la apertura de 
mercados que obligan al cumplimiento de normas de protección al consumidor local en la 
importación y de los socios comerciales para la exportación. Por ejemplo, en términos de la 
globalización, el comercio de productos de consumo colombianos ha requerido el 
compromiso de cuatro ministerios nacionales para cumplir los TLC suscritos con 
Norteamérica (USA y Canadá), países Andinos (Chile, Perú, Costa Rica), Asia (Corea del 
Sur) y Europa (EU, Liechtenstein-Suiza). Así pues, a través de la política nacional CONPES 
3375 el ministerio de Agricultura, de Protección Social, de Ambiente y el de Comercio 
deben garantizar alimentos seguros de la granja a la mesa. Sin embargo, la perspectiva de 
crecimiento del mercado nacional se ve seriamente limitada si no se cuenta con una 
inspección efectiva de estos productos, pues el control empleando análisis de laboratorio 
hace parte de los crecientes enfoques estratégicos (p.e.: FSMA79) y actúa como una barrera 
con consecuencias trascendentales como la detención y el rechazo de los cargamentos. Por 
esta razón, las metodologías desarrolladas en este estudio se consolidan como una 
herramienta valiosa para apoyar las políticas de comercio y el control bajo la exigente 
normativa actual. 
Para desarrollar las metodologías se escogieron dos productos agrícolas que suponen 
grandes oportunidades comerciales para el país como productos claves en la política 
nacional. Por un lado, las frutas tropicales de exportación son los productos más promisorios 
gracias a la creciente demanda internacional aparte de los minerales y el café, y por otro lado 
los cereales se destacan como productos claves en la economía local. Así pues, al establecer 
sistemas control sobre estos productos se logró demostrar una garantía del compromiso del 
sector agrícola en el marco de la seguridad alimentaria.  
                                                 
 
79 Food Safety Modernization Act 
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Las técnicas desarrolladas fueron orientadas hacia la determinación de plaguicidas al LMR 
ya que evaluar estos niveles es un requisito para la comercialización de dichos productos. 
En el numeral 7 se logró reconocer las señales de 55 plaguicidas disponibles en el laboratorio 
empleando una separación en 88 min por CG-EM como punto de inicio para estructurar la 
configuración de un método instrumental. Se hizo uso del modo scan y de la herramienta 
AMDIS para el análisis de los resultados y para confirmar la identidad de las señales de los 
plaguicidas empleando diferentes programas de temperatura para así obtener la mejor 
separación en un tiempo razonable.  
Inicialmente, durante el desarrollo del método cromatográfico las inyecciones de la mezcla 
de plaguicidas en ACN se realizaron empleando el modo cold splitless (4 µL). Como luego 
se demostró que el empleo del modo VS del inyector PTV mejoraba significativamente el 
desempeño se logró consolidar un método con este modo de inyección (MQA1) con 35 min 
de duración con buenos resultados. Una vez se definió el programa de temperatura del horno 
se aprovechó la capacidad de realizar inyecciones en frío para analizar los compuestos 
termolábiles NMCs, los cuales se identificaron junto con sus productos de degradación 
térmica. Sin embargo, en ensayos posteriores sólo se logró incluir al carbofuran y su 
producto de hidrólisis debido al alto grado de descomposición de los demás compuestos aún 
a altas concentraciones sumado a la falta de sensibilidad del sistema.  
Por otro lado, se emplearon extractos de pitaya que demostraron progresos en la 
determinación de bajos niveles de concentración pues el efecto de la matriz en la inyección 
en CG promovió el aumento y una mejora significativa en la forma de las señales. Con base 
en lo anterior se probó un método de limpieza instrumental de reciente introducción, al 
realizar la limpieza del retention gap, un tramo donde se acumulan los compuestos menos 
volátiles. En este segmento del recorrido se incrementan apreciablemente los sitios activos 
en la rutina y cuando las interferencias pasan al detector aumentan la complejidad del perfil 
cromatográfico. Se logró realizar un backflushing concurrente empleando un cambio en la 
configuración del equipo para asegurar la inversión del flujo en la pre-columna una vez se 
ha completado la transferencia de todos los analitos hasta la columna analítica, de modo tal 
que los compuestos no volátiles se lograron evacuar por la válvula de venteo del puerto de 
inyección. Se estableció que en esta configuración sólo después de 13 min se debe dar inicio 
al backflushing sin incurrir en pérdidas de analito. 
Aprovechando las características y versatilidad del PTV y con el objetivo de aumentar la 
sensibilidad empleando la técnica IGV se realizó posteriormente la optimización del modo 
VS empleando 5 µL como volumen de inyección. La herramienta de optimización se centró 
en cuatro variables clave: la temperatura y la presión inicial del puerto de inyección y el 
flujo y el tiempo de venteo. El procedimiento autodirigido se empleó en dos ocasiones ya 
que el primer simplex no logró mostrar avances apreciables hasta que se duplicó el módulo 
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de paso. Una vez se logró demostrar un aumento significativo de la sensibilidad del sistema 
instrumental se inició la exploración de los perfiles cromatográficos de los extractos 
obtenidos con las versiones del método QuEChERS para elegir las mejores condiciones 
experimentales del análisis. Se encontró que en general los extractos obtenidos con la 
versión CEN eran apreciablemente más limpios y además que el extracto de uchuva, al 
contrario del de pitaya, fue el que generó el perfil cromatográfico más complejo en términos 
de número e intensidad de señales. Con el objetivo de determinar los analitos en los extractos 
se realizó un método SIM que permitió aislar las señales sin resolver cromatográficamente 
y aumentar la sensibilidad del sistema de detección. Para su construcción se emplearon 
soluciones mezcla de plaguicidas en solvente y las señales asociadas fueron identificadas 
con las bibliotecas ILAU.L y NIST.L empleando deconvolución de la señal por AMDIS. Se 
estructuraron 28 grupos de iones, sin embargo alrededor de un tercio del grupo inicial de 
plaguicidas se descartó del método de adquisición pues sus señales en extracto de matriz no 
se lograron identificar a baja concentración. Se inyectaron los 33 plaguicidas en extracto de 
pitaya y se observó un EfM pronunciado que mejoró notablemente la intensidad y forma de 
las señales. Teniendo en cuenta que se podría acelerar el tiempo de análisis puesto que se 
redujo el número de compuestos y las señales en matriz eran de buena calidad, se probó un 
método de separación más rápida (20 min), pero no fue implementado debido a que las 
interferencias de la matriz disminuían notablemente la relación S/N de los analitos.  
A la hora de evaluar la versión del método de análisis y la conveniencia de usar una limpieza 
d-EFS mejorada, el diseño experimental empleado fue una herramienta muy útil. Por medio 
de éste se logró discriminar los efectos producidos por la interacción de los factores de 
prueba, con lo cual se concluyó que en general el método AOAC produce % de recuperación 
significativamente menores cuando se emplea limpieza con GCB. Sumado a esto, 
particularmente se logró demostrar que los compuestos con estructura mayoritariamente 
plana tienen la tendencia a quedarse adsorbidos al emplear el carbón grafitizado, sin 
embargo también se logró evidenciar que el grado de retención en su superficie depende 
tanto de su conformación espacial como de la polaridad de la molécula pues juega un papel 
fundamental teniendo en cuenta el elevado momento dipolar del solvente. Con base en esto 
se decidió emplear la versión del método CEN general ya que presentaba buenos resultados 
y perfiles más limpios.  
Durante el transcurso de la investigación se hizo notar la necesidad de aumentar la 
sensibilidad del sistema debido principalmente al grado de exigencia de la legislación 
vigente. Así pues, con el ánimo de detectar los compuestos iniciales a bajos niveles de 
concentración se decidió llevar al límite la técnica IGV empleando volúmenes de inyección 
aún mayores. Se hizo uso de un procedimiento autodirigido para optimizar los volúmenes 
de 5 y 25 µL empleando el inyector MMI. Bajo estas condiciones, los valores óptimos de 
operación se diferenciaron apreciablemente al emplear el máximo volumen de inyección de 
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la jeringa ya que según ensayos adicionales fue necesario aumentar el tiempo de inicio de la 
inversión del flujo hasta 15 min para evitar pérdidas del último analito. 
Por otro lado, se puso a prueba una variación del método QuEChERS para cereales y se 
comparó el desempeño de ambas versiones oficiales. Se evaluaron las interferencias de estos 
extractos y se modificó el método SIM a necesidad. Como resultado de la comparación de 
los procedimientos de análisis se eligió el método CEN ya que se demostró una mayor 
eficacia en la extracción con una recuperación cercana al 100% en la mayoría de los casos. 
En repetidas ocasiones se mencionó que la sensibilidad del sistema instrumental debía 
mejorarse si se quería determinar los plaguicidas para acreditar conformidad con los LMR. 
Sin embargo como se usó el equipo a su mayor capacidad, se hizo necesario emplear una 
alternativa adicional más allá del recurso instrumental. Se probó entonces una de las mezclas 
de AESA más ampliamente usadas y se logró evidenciar una mejora trascendental que 
demostró en algunos de los compuestos más críticos ser capaz de sustituir al efecto de la 
matriz. El desempeño del sistema mejoró a tal punto que las inyecciones en matriz y mezcla 
AESA lograron mejoras significativas para algunos plaguicidas lo cual elevaba su relación 
S/N a valores adecuados a baja concentración. Sin embargo, la mejora en la calidad de varias 
señales no fue suficiente así que se tuvieron que remover definitivamente del alcance, 
dejando únicamente a 55 compuestos como analitos por ambas metodologías. 
Posteriormente se decidió evaluar cuatro diferentes alternativas de las mezclas de AESA 
para elegir la mejor mezcla en términos del aumento de la señal comparado con la matriz. 
Para esto se realizó un diseño experimental en el que se realizaron comparaciones planeadas 
para establecer cuál de las mezclas era la que más aumentaba las señales en matriz. Los 
resultados perfilaron a la mezcla CVUA*, una mezcla en la que el ácido shikímico se 
reemplazó por ácido gálico, como la que produjo generalmente el mayor aumento de la 
señal. Adicionalmente se logró identificar que en los compuestos de las zonas de elución 
temprana y tardía eran los más afectados con el uso de la mezcla AESA y con ello se logró 
detectarlos a concentraciones entre los 10 y los 30 ng.mL-1.  
Finalmente, a través de la validación de las metodologías se logró reunir suficiente evidencia 
para demostrar que con una preparación, procesamiento y almacenamiento adecuado de los 
ítems de ensayo los procedimientos de análisis tienen un buen desempeño, pues son 
eficientes al extraer los analitos, son específicos y/o selectivos, existe una respuesta lineal 
con la concentración en el rango de trabajo, sirven para determinar los compuestos a niveles 
bajos de concentración según la normatividad a lugar con exactitud y precisión, y además 
en términos generales es un método robusto en el que su desempeño se mantiene inalterado 
aunque podría mejorar empleando una extracción un poco más vigorosa. Asimismo se 
verificó la metodología con lo cual se puede decir que si un analista entrenado ejecuta el 
procedimiento operacional estándar que se deriva de este trabajo, es posible demostrar la 
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competencia en el análisis de residuos de los plaguicidas dentro del alcance de la 
metodología en cualquiera de las matrices involucradas en el estudio con lo cual se 
contribuye al control de calidad de estos productos postcosecha probando de este modo la 
hipótesis general de la investigación. 
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5.2 Conclusiones 
 
 
Se logró definir la versión CEN del método QuEChERS general como la metodología más 
adecuada para la cuantificación de un grupo reducido de señales empleando una inyección 
de 5μL (PTV) en modo de venteo de solvente e inversión de flujo concurrente a 13 min 
con detección en modo SIM (EM). 
Se amplió el alcance preliminar de la metodología a un grupo a 50 señales empleando una 
inyección de 25μL (MMI) en modo de venteo de solvente, inversión de flujo concurrente a 
15 min y la adición de mezcla AESA (CVUA*) para la cuantificación a 0,01 mg.kg-1. 
Se desarrollaron y validaron las técnicas en cereales y frutas tropicales de exportación lo 
cual permite evaluar conformidad en los productos con respecto al límite máximo de 
residuos.  
Se contribuyó con una herramienta para el control de calidad de estos productos 
postcosecha probando de este modo la hipótesis general de la investigación. 
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5.3 Recomendaciones 
 
 
Dentro del marco establecido en la sección 5.4.2 de la norma ISO/IEC 17025 el laboratorio 
debe “confirmar que puede aplicar correctamente los métodos normalizados antes de 
utilizarlos para los ensayos. Si el método normalizado cambia, se debe repetir la 
confirmación”[228]. Este proceso de verificación sirve para asegurar que los parámetros de 
desempeño del método, previamente establecidos, pueden ser alcanzados en la rutina por el 
laboratorio. Los parámetros que se verifican empleando diversos tipos de muestras durante 
tiempos prolongados de alistamiento de la metodología son típicamente la precisión y la 
exactitud del método. Así entonces, se recomienda ejecutar verificaciones periódicas y 
ensayos de recuperación tipo CC que legitimen cada ensayo para aumentar la base de datos 
de la validación a través de un proceso de validación continua (on-going validation) que 
permita mejorar la estimación de los parámetros de validación dentro de un entorno de 
aplicación real y rutinaria. 
Adicionalmente, gracias a los resultados obtenidos en el ensayo de robustez y contrario a lo 
establecido en los métodos oficiales de QuEChERS, se recomienda emplear el uso de vórtex 
como modo de agitación mecánico en el paso de extracción. Sin embargo, debido a la 
limitante del número de muestras usando un vórtex (sólo 1-2 por turno, algo impráctico en 
el análisis de rutina) se podría reemplazar por las diferentes alternativas comerciales 
utilizadas en un estudio presentado en el EPRW 2012 por Anastassiades y colaboradores. 
Entre los dispositivos recomendados por haberse demostrado que aumentan notablemente 
la recuperación del modo manual para algunos plaguicidas pueden ser útiles los siguientes 
modelos: Geno Grinder Spex Sample Prep ™, Biosan Multi RS-60™, Shaker horizontal o 
rotativo, Heidolph Multi Reax™, Agitax ™, Ultraturrax™ o una sonda de ultrasonido. 
Entre otras condiciones de análisis, Geiss-Asteggiante et. al. [229] demostró que el uso de 
MgSO4 >97% de pureza disminuye la temperatura entre 6-9°C, lo cual podría ser una 
alternativa en vez de usar el reactivo más puro (>99%). Sin embargo, su implementación no 
va más allá de una perspectiva económica por la posibilidad de bajar los precios del análisis 
pues las conclusiones de dicho estudio pasan por recomendaciones más bien triviales en la 
práctica (p.e., facilidad de pesaje). 
Sin más aspectos suficientemente relevantes por considerar, la expansión del alcance de las 
metodologías hacia otros analitos y matrices debe realizarse teniendo en cuenta los grupos 
de clasificación inscritos en los principios y prácticas para la validación de métodos [142] 
como guía para futuras aplicaciones.  
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Anexo 1 Algoritmo del método de optimización autodirigida Simplex modificado 
 
B: (Best) Ensayo más favorable 
W : (Worst) Peor ensayo 
Nw: (Next-to-the worst) Segundo peor ensayo 
Ĉ: Centroide de la hipercara restante (p.e., Promedio) 
α: Coeficiente de reflección (1) 
: Coeficiente de expansión (2) 
β+: Coeficiente de expansión positiva (0,5) 
β-: Coeficiente de expansión negativa (0,5) 
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Anexo 2. Solución mezcla de plaguicidas inicial para caracterización instrumental preliminar (SMFM 294).  
 
Nota: En la tabla se leen 57 ítems para 55 compuestos ya que se encuentran los isómeros del propiconazol y 
difenoconazol. No se usó ometoato pues al momento de la preparación no se encontró vigente. 
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Anexo 3. Reporte AMDIS compuestos objetivo resaltados, biblioteca ILAU.L (Dos primeras páginas como ejemplo). 
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Anexo 4. Efecto del periodo isotérmico y de la pendiente inicial en el perfil cromatográfico. 
17
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Anexo 5. Identificación PMB de los productos de degradación de los compuestos a) diclofuanid, b) folpet y c) captan.  
 
 
 
 
a) 
c) 
b) 
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Anexo 6. Valores para preparación de la solución mezcla de los compuestos NMC (SMFM 304). 
 
Anexo 7. (a) Ejemplo del aplicativo para condiciones postrun backflushing y (b) pantalla de monitoreo 
en la Enhanced Chemstation MSD (Presión del inyector, Aux EPC y flujos columna 1 y 2) . Imágenes 
tomadas de [230] y [231]. 
 
 
 
 
a) b) 
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Anexo 8. Construcción de grupos del método SIM de la metodología de análisis preliminar 
Tiempo (min) inicio 
adquisición 
Grupo 
SIM 
Nombre del compuesto 
Ion 
objetivo 
Calificador 
1 
Calificador 
2 
Calificador 
3 
8,5 1 Metamidofos 94 95 141 126 
 1 Diclorvos 109 185 187 220 
 1 Carbofuran -7-F 164 149 131 103 
10,4 2 Acefato 136 94 95 125 
 2 Ftalimida 147 136   
 2 tetraftalimida 151 122   
 2 Carbofuran -7-F-3ceto 178  177 163 
 2 Carbofuran -7-F-3OH 137 180  151 
 2 1-naftalenol 144 115 116  
11,81 3 Heptenofos 124 250 252 215 
 3 Cimoxanil 167 183 184  
12,5 4 N,N'-dimetil-N’-fenilsulfona 200 108   
 4 Monocrotofos 127 192 223  
 4 a HCH 219 217 181 183 
13,15 5 HCB 284 286 282 288 
 5 Dimetoato 93 125 143 229 
 5 Carbofuran 149 221 164  
13,56 6 b HCH 217 181 183 219 
 6 g HCH 219 221 181 183 
 6 Pirimetanil 198 199 184  
 6 Diazinon 179 304 276 248 
14,259 7 Clorotalonil 266 264 268  
 7 Carbofuran-3-ceto 178 177 163  
15 8 m-paration 263 125 109  
 8 Alaclor 160 188 237 238 
 8 Carbofuran 3-OH 180 137 147 162 
 8 Carbaril 144 201 115 116 
 8 metalaxil 249 279 220 234 
16,2 9 fenitrotion 278 260 125 109 
 9 PCB 52 292 290 220 222 
16,6 10 diclofuanid 123 167 224 226 
 10 malation 173 158 125 127 
17 11 fention 278 279 169 153 
 11 clorpirifos 314 316 258 260 
 11 triadimefon 208 210 181 183 
17,6 12 PCB 103 326 328 330 324 
18,2 13 tiabendazol 149 264 266 270 
 13 Captan 79 107 106 182 
 13 Isofenfos 213 255 185 121 
 13 Fentoato 274 246 157  
 13 Folpet 260 262 297  
19 14 N-metil tiabendazol 215 214 187 156 
 
14 Endosulfan a 238 339 337 341 
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19,6 15 Fenamifos 303 288 304 260 
 15 hexaconazol 214 231 256  
19,942 16 profenofos 337 339 374 372 
 16 44 DDE 246 248 318 316 
 16 dieldrin 263 265 277 318 
20,473 17 ciproconazol 222 224 139 141 
 17 Endosulfan b 237 265 339 341 
21,128 18 44 DDD 235 237 165 199 
 18 Oxadicil 163 233 278 132 
21,6 19 propiconazol I 259 261 173 175 
 19 44 DDT 235 237 165 199 
 19 propiconazol II 259 261 173 175 
22,4 20 tebuconazol 250 252   
 20 propargite 173 244 350 187 
22,8 21 epoxiconazol 192 194 244 246 
 21 Iprodion 314 316 329 245 
23,6 22 tetradifon 356 358 229 227 
24,4 23 λ-cihalotrina 181 197 208 209 
24,8 24 pirazofos 221 232 373  
25,2 25 permetrina I y II 183 184 163 165 
26 26 β ciflutrina 226 227 163 165 
 26 cipermetrina 181 209 127 281 
28 27 difenoconazol 323 325 265 267 
 27 deltametrina 253 181 255 251 
30,4 28 Azoxistrobina 344 345 388 403 
 28 dimetomorf I y II 301 303 344 387 
Anexo 9. Solución con un número reducido de plaguicidas para estudios de la versión del método QuEChERS. 
En la mezcla no se incluyeron los plaguicidas 4,4’-DDE ni diclorvos pues en el momento los estándares se encontraban vencidos. El ítem 
(4): PCB 103 (compuesto surrogado) se encuentra sombreado pues no se incluyó en la mezcla. 
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Anexo 10. Sintaxis SAS 9.2 de ejemplo de banano para diseño CA factorial 2x2. 
El modelo factorial tiene los factores de prueba ext (Versión del método) y dspe (Tipo de limpieza). 
data Banano; 
set work.Quechers; 
 
proc print; 
Proc glm; 
Class trat; 
model aHCH HCB gHCH Pirimetanil Diazinon Clorotalonil mparation metalaxil Fenitrotion malation 
fention Clorpirifos PCB103 Isofenfos Fentoato aendosulfan Fenamifos Hexaconazol Profenofos DDE 
Dieldrin Ciproconazol bEndosulfan DDD DDT Tebuconazol Iprodion Tetradifon Lcihalotrina pirazofos 
Difenoconazol Azoxistrobin iDimetomorf iiDimetomorf Promedio=trat; 
Means trat/hovtest=levene; 
  
Proc glm; 
Class ext dspe; 
model aHCH HCB gHCH Pirimetanil Diazinon Clorotalonil mparation metalaxil Fenitrotion malation 
fention Clorpirifos PCB103 Isofenfos Fentoato aendosulfan Fenamifos Hexaconazol Profenofos DDE 
Dieldrin Ciproconazol bEndosulfan DDD DDT Tebuconazol Iprodion Tetradifon Lcihalotrina 
pirazofos Difenoconazol Azoxistrobin iDimetomorf iiDimetomorf Promedio=ext dspe ext*dspe; 
Output out=nuevo predicted=paHCH pHCB pgHCH pPirimetanil pDiazinon pClorotalonil pmparation 
pmetalaxil pFenitrotion pmalation pfention pClorpirifos pPCB103 pIsofenfos pFentoato paendosulfan 
pFenamifos pHexaconazol pProfenofos pDDE pDieldrin pCiproconazol pbEndosulfan pDDD pDDT pTebuconazol 
pIprodion pTetradifon pLcihalotrina ppirazofos pDifenoconazol pAzoxistrobin piDimetomorf 
piiDimetomorf pPromedio residual= raHCH rHCB rgHCH rPirimetanil rDiazinon rClorotalonil rmparation 
rmetalaxil rFenitrotion rmalation rfention rClorpirifos rPCB103 rIsofenfos rFentoato raendosulfan 
rFenamifos rHexaconazol rProfenofos rDDE rDieldrin rCiproconazol rbEndosulfan rDDD rDDT rTebuconazol 
rIprodion rTetradifon rLcihalotrina rpirazofos rDifenoconazol rAzoxistrobin riDimetomorf 
riiDimetomorf rPromedio; 
Proc univariate normal; var raHCH rHCB rgHCH rPirimetanil rDiazinon rClorotalonil rmparation 
rmetalaxil rFenitrotion rmalation rfention rClorpirifos rPCB103 rIsofenfos rFentoato raendosulfan 
rFenamifos rHexaconazol rProfenofos rDDE rDieldrin rCiproconazol rbEndosulfan rDDD rDDT rTebuconazol 
rIprodion rTetradifon rLcihalotrina rpirazofos rDifenoconazol rAzoxistrobin riDimetomorf 
riiDimetomorf rPromedio; 
 
Proc glm; 
Class ext dspe; 
model aHCH HCB gHCH Pirimetanil Diazinon Clorotalonil mparation metalaxil Fenitrotion malation 
fention Clorpirifos PCB103 Isofenfos Fentoato aendosulfan Fenamifos Hexaconazol Profenofos DDE 
Dieldrin Ciproconazol bEndosulfan DDD DDT Tebuconazol Iprodion Tetradifon Lcihalotrina pirazofos 
Difenoconazol Azoxistrobin iDimetomorf iiDimetomorf Promedio=ext dspe ext*dspe; 
lsmeans ext*dspe/adjust=tukey pdiff; 
run; 
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Anexo 11. Prueba de supuestos del modelo completamente al azar con estructura factorial 2x2 para 
matriz banano. 
 
 
NormE: Aprobación para la Ho de distribución normal del error, Eexp=0: Aprobación de Ho con media del error experimental igual a cero, 
Hovtest: Aprobación de Ho para homogeneidad de varianzas, CV: Coeficiente de variación, Smod-SE Aprobación si la magnitud de la 
varianza del modelo es muy superior a la del error experimental, R2: Eficiencia del modelo, RMSE: Error de estimación del modelo. 
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Anexo 12. Fotografías comparativas de los métodos de limpieza d-EFS para las versiones CEN y AOAC 
Comparación limpieza d-EFS (izq: General, der: Pigmentadas/GCB). a) Pitaya CEN, b) Tomate CEN y c) 
Pitaya AOAC 
 
 
a) 
b) 
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c) 
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Anexo 13 Mezcla definitiva SMFM328 (296* en referencia a la anterior mezcla) 
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Anexo 14. Secuencia de optimización del puerto de inyección MMI. Volumen de inyección de 25µL. 
Simplex Variables control Variables respuesta de la optimización 
Tipo de 
proyección 
Propiedad 
Temperatura 
(T) 
Flujo de 
Venteo (Fv) 
Tiempo de 
Venteo (tv) 
Presión 
Inyector (Pi) 
Diclorvos Acefato Cimoxanil Permetrina Cipermetrina Deltametrina 
Unidades °C mL.min-1 min psi Cuentas 
S1 47.5 90 2.5 23 9735670 12246782 10947813 1133174 1454149 568930.5 F 
S2 42.5 70 2 23 13536910 13688791 12407321 1305200 1699669 662901 F 
S3 47.5 90 2 21 7418052 9221640 10553305 1630549 2027071 491790.5 F 
S4 47.5 70 2.5 21 7035982 9105260 10623870 1332789 1565100 333502.5 F 
S5 42.5 90 2.5 21 9705996 9350781 10559148 1076063 1251379 243249.5 F 
S6 50 70 2 23 8758128 13520125 11912415 1691829 2211302 857245.5 R 
S7 53.75 60 1.75 24 6025597 11600533 8658260 1610382 2235350 1136234 E 
S8 46.25 90 1.75 24 8974246 11129405 7869894 1212488 1531086 552480 R 
S9 46.56 85 1.94 23.25 10316206 12781104 10686150 1570787 1952406 685121.5 C+ 
S10 45.78 67.5 2.22 25.13 7849085 9937236 5789645 605643 732090.5 273448.5 R 
S11 47.07 84.38 2.05 22.03 10294278 14905126 14732839 2267825 2912892 1093108 C- 
S12 45.56 64.69 1.5 22.64 9277295 17344088 17364663 2890558 3458454 1494079 R 
S13 44.6 52.03 0.99 22.46 -- -- -- -- -- -- E 
S14 46 59.53 1.83 22.09 11359955 16287404 15358534 2399556 2859205 794427 R 
S15 51.81 69.3 1.69 21.88 9832765 14708176 14199154 3366359 4605980 2378213 R 
S16 56.47 68.95 1.53 21.32 6204337 11453214 12217781 2932794 3777247 1347669 E 
S17 45.22 68.95 1.54 21.32 6993065 12997989 14956584 2602344 2978211 798597 R 
S18 46.41 69.21 1.65 21.74 8859248 13176868 14802143 2847859 3375109 1015478 C+ 
S19 49.42 84.26 1.61 22.05 9067538 13890782 14285458 3245017 4230704 1857525 R 
S20 49.53 59.35 1.17 22.12 5162863 11732335 17300266 4006113 4347336 1381113 R 
S21 51.75 69.59 1.33 22.61 8292458 12934946 14029066 3258627 4032583 1605861 R 
S22 49.74 84.57 1.9 22.47 8760744 15168482 14342714 2449112 2908667 818550 R 
S23 45.56 64.69 1.5 22.64 8791423 17987624 17842226 3391091 3925606 1795497 R 
S24 49.58 65.66 1.35 22.21 9271310 15343085 15556686 3242773 3856109 1326625 C- 
S25 46.44 72.36 1.75 21.78 10354522 15617164 15790327 2786696 3245115 1124018 R 
S26 50.42 70.28 1.43 22.4       C- 
F: (First) Vérice que pertenece al So, R: Reflección, E: Expansión, C+: Contracción positiva y C-: Contracción negativa. Expansión hacia S13 imposible (tv<1 min). 
18
6 
Análisis de residuos de plaguicidas en frutas colombianas de exportación y cereales  
 
Anexo 15. Cálculos del efecto de la adición de AESA en extractos de arroz y uchuva fortificados a 20ng.mL-1. 
 
 
Anexo 16. Ejemplo sintaxis en SAS para el diseño completamente al azar de evaluación de las mezclas 
AESA. 
data SAS DoE AE; 
set work.CA; 
 
proc print; 
Proc glm; 
Class trat; 
model DICLORVOS=trat; 
Means trat/hovtest=levene; 
 
proc glm; 
class AE; 
model DICLORVOS=AE/p; 
means AE/hovtest=levene; 
means AE/alpha=0.05 tukey; 
means AE/dunnett('AE 0'); 
output out=nuevo predicted=pDICLORVOS residual=rDICLORVOS; 
proc univariate normal; var rDICLORVOS; 
 
run; 
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Anexo 17. Comparación Log D para diferentes compuestos a usar como AESA.  
 
𝒍𝒐𝒈𝑫𝒐𝒄𝒕𝒂𝒏𝒐𝒍/𝒂𝒈𝒖𝒂 = 𝒍𝒐𝒈(
[𝑺𝒐𝒍𝒖𝒕𝒐]𝒐𝒄𝒕𝒂𝒏𝒐𝒍
[𝑺𝒐𝒍𝒖𝒕𝒐]𝒂𝒈𝒖𝒂
𝒊𝒐𝒏𝒊𝒛𝒂𝒅𝒐 + [𝑺𝒐𝒍𝒖𝒕𝒐]𝒂𝒈𝒖𝒂
𝒏𝒆𝒖𝒕𝒓𝒐
) 
a) Sorbitol, b) ácido ascórbico, c) ácido gálico, d) -gluconolactona, e) etilglicerol, f) ácido shikimico 
  
Anexo 18. Salida de Statistix para ANOVA de agrupamiento por regiones de influencia de la mezcla CVUA*. 
Statistix 8.0                                              27/02/2013, 20:51:19 
Completely Randomized AOV for ACEN 
Source   DF        SS        MS       F        P 
D         2    5310.8   2655.39    3.22   0.0500 
Error    42   34633.4    824.60 
Total    44   39944.2 
Grand Mean 98.139    CV 29.26 
                                     Chi-Sq   DF        P 
Bartlett's Test of Equal Variances     13.7    2   0.0010 
Cochran's Q                 0.4902 
Largest Var / Smallest Var  7.1233 
Component of variance for between groups   122.780 
Effective cell size                           14.9 
     D   N    Mean      SE 
 Early  15  106.44  7.4144 
  Late  13  106.80  7.9644 
Medium  17   84.20  6.9646 
LSD All-Pairwise Comparisons Test of ACEN by D 
D         Mean  Homogeneous Groups 
Late    106.80  A 
Early   106.44  A 
Medium  84.198   B 
Alpha              0.05 
Critical T Value  2.018 
There are 2 groups (A and B) in which the means 
are not significantly different from one another. 
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Anexo19. Efecto de la adición de la mezcla de CVUA* sobre la respuesta y forma de picos en mariz de arroz 
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Anexo 20. Efecto de la adición de la mezcla CVUA* sobre la respuesta y forma de picos en matriz de uchuva. 
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Anexo 21. Hallazgos de notificaciones de alerta y rechazos en frontera del programa de monitoreo del RASFF para las importaciones directas y 
transnacionales a la UE. 
Recuadros rojos: Se observa que las acciones tomadas en hallazgos se han endurecido con el tiempo. Algunos casos presentan diferencias en los resultados analíticos. 
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Anexo 22. Muestra de cálculos de validación para diclorvos en ambas metodologías. 
 Límites críticos 
tR= 10,02 min, Especificidad/Selectividad: Sin interferencias (métodos ACEN y UCEN). 
 
Estimación LODE i ii iii iv v SD Pr. RSD 
Altura N1(cuentas) 3919 4010 3705 - - 128 3878 3,3 
Npp (cuentas) 241 306 364 296 309 29 303,2 9,7 
 𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑑𝑒 𝑠𝑒ñ𝑎𝑙3∗𝑁𝑝𝑝  (𝑛𝑔𝑚𝐿
−1) = 909,6𝑐𝑢𝑒𝑛𝑡𝑎𝑠 ∗
10𝑛𝑔𝑚𝐿−1
3878𝑐𝑢𝑒𝑛𝑡𝑎𝑠
= 2,346𝑛𝑔𝑚𝐿−1
≈ 2,3𝑛𝑔𝑚𝐿−1;  (𝐿𝑂𝐷𝐸 ≡ 3 𝑛𝑔𝑚𝐿−1)  
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Método 
Verificación LODE (instrumental) Verificación LOQE (metodología) 
LOQ (µg/kg) 
Npp (cuentas) Altura LODE (cuentas) S/N %R* LOQE (µg/kg) RSD %R** LOQE (µg/kg) RSD 
ACEN 303 1703 5,6 116,7 3,3 118,1 8,9 10 
UCEN 213 1943 9,1 94,0 7,2 90,1 10,9 10 
LODE: 3ngmL-1, S/N>3 se considera detectable, Condiciones de repetibiliad*:(n=5), Condiciones de precisión intermedia**:(n=8). 
a) Gráficas de regresión, homocedasticidad (Residuos Yi) y verificación linealidad (Pendiente para máx sensibilidad). b) Cálculos para regresión por mínimos cuadrados. 
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Y*: Extimado de Y por Xi, XP: promedio de Xi 
Pruebas de hipótesis: comparación de medias/ANOVA y studentized residuals (rti) para identificación de datos anómalos en la regresión lineal del diclorvos por el método 
ACEN 
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FV: fuente de variación, g.l.: grados de libertad, SC: Suma de cuadrados, CM: cuadrado medio, Fcal: estimación del estadístico F, Fteo:estadístico F, SCR: SC de regresión, 
SCE: SC del error, SCD: SC desvío de linealidad, SCEP: SCE puro. SCT: SC total, LC+/-: límite de confianza superior (+) e inferior (-). Observaciones |rti|<2  
 
Expresiones relacionadas no incluidas explícitamente en la hoja de excel: 
𝑆𝑦/𝑥 = √
∑ (𝑦 − 𝑦𝑖
∗)2𝑛𝑖
𝑛 − 2
2
;  𝑆𝑎 = 𝑆𝑦/𝑥 ∗ √
∑ 𝑥𝑖
2𝑛
𝑖
𝑛 ∗ ∑ (𝑥𝑖 − 𝑥𝑝)
2𝑛
𝑖
2
;  𝑆𝑏 =
𝑆𝑦/𝑥
√∑ (𝑥𝑖 − 𝑥𝑝)
2𝑛
𝑖
2
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Escogencia del modelo lineal sobre otros modelos curvilíneos. El ajuste lineal representado en R2 explica un 99,7409% del modelo. 
 
Comparison of Alternative Models 
  
Model                   R-squared 
--------------------------------- 
Linear                    99.7409 <- current model 
Multiplicative            98.0986 
Log probit                96.6476 
Square root-Y             96.3996 
Double reciprocal         96.3534 
Square root-X             94.6792 
Logistic                  85.5615 
Exponential               84.5099 
Logarithmic-X             78.6252 
S-curve                   75.2343 
Reciprocal-Y              53.2197 
Reciprocal-X              40.9801 
--------------------------------- 
 
 
Ensayo de robustez en matriz de uchuva para el método UCEN. 
Ensayos Robustez (ER#) N2 ER1   ER2   ER3   ER4   ER5   ER6   ER7   ER8   
Área (counts*min-1) 42816 34375 34891 38318 33394 33851 38321 38188 37649 
Área diclorvos/Área E.I. 0.026231597 0.02021334 0.02074067 0.02086014 0.01942709 0.02020376 0.02507246 0.0222568 0.02350213 
Resultados por ensayo s t u v w x y z 
%Recuperación 77.0572032 79.0675249 79.5229684 74.0598775 77.0207102 95.5811446 84.8473037 89.5947297 
Comparación  
(Condiciones de repetibilidad) 
Parámetro Evaluado 
Robusto 
√RSD r = 3,0358 Aa Bb Cc Dd Ee Ff Gg 
Nivel Superior 77.4268935 82.1816457 79.6120464 82.6416904 85.4390115 79.4331301 82.8863823 B, D, G 
Nivel Inferior 86.7609721 82.0062198 84.5758192 81.5461752 78.748854 84.7547354 81.3014833 No 
Robusto Diferencia 9.33407856 0.17542592 4.9637728 1.0955152 6.69015746 5.32160526 1.58489895 
Diferencia<√RSD r S NS S NS S S NS A, C, E, F 
Parámetros Evaluados A: masa MgSO4 extracción, B: masa NaCl, C: masa Na3Cit, D: masa Na2HCit, E: modo de agitación, F: masa MgSO4 limpieza y G: masa PSA. 
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Experimentos de recuperación de diclorvos mostrando precisión como repetibilidad, precisión interanalista e interdías empleando el método ACEN 
para el NIC (N1) y cálculo de %R típico y dispersión en función de la concentración y de la matriz de análisis empleando el método UCEN. 
%𝑅𝑒𝑐𝑢𝑝𝑒𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 =  
(Á𝑟𝑒𝑎𝑑𝑖𝑐𝑙𝑜𝑟𝑣𝑜𝑠 /Á𝑟𝑒𝑎𝐸.𝐼.)𝑅1
(Á𝑟𝑒𝑎𝑑𝑖𝑐𝑙𝑜𝑟𝑣𝑜𝑠 /Á𝑟𝑒𝑎𝐸.𝐼.)𝑁1 
;  
Precisión repetibilidad/Intermedia Analista Día 
Total 
N1 
Diclorvos  
por ACEN 
R1 Analista 1 Analista 2 Día 2 RSD Día 3 
N1 i ii iii iv v Pr SD Sr A2 Pr SD 
RS
D 
D2 Pr SD 
RS
D 
SR S ia S id N1 
Rd
3 
N1 Rd3 
Área (counts.min-1) 20658 21101 20208 22880 21951 24339 22096 
1429.
8 
6.470
8 
16253 21122 
2538.
7 
12.019 13093 20595 
3600.
1 
17.48 
6.470
8 
12.01
9 
17.48 20658 10396 26243 25606 
Área Relativa al 
E.I. 
0.00678 0.0082 
0.007
7 
0.008 
0.007
6 
0.008
1 
0.007
9 
0.000
2 
2.945
4 
0.009
3 
0.008
1 
0.000
6 
6.8144 
0.008
8 
0.008
1 
0.000
4 
5.0417 
2.945
4 
6.814
4 
5.041
7 
0.006
8 
0.007 
0.016
4 
0.015
8 Pr 118.1 
%Recuperación 
121.0
6 
113.3
1 
118.0
1 
112.1
4 
119.1
9 
116.
7 
3.43 2.94 
137.0
3 
120.1
2 
8.185
6 
6.8144 
130.4
7 
119.0
3 
6.001
1 
5.0417 
2.945
4 
6.814
4 
5.041
7 
103.80 96.30 SD 10.4 
Matriz Arroz Malta SR 8.87 
Exactitud Promedio (Pr) en %. Desviación estándar relativa (%) para precisión como repetibilidad (Sr) y precisión intermedia como reproducibilidad (SR). N1: Estándar inyectado a 0,010µgmL-1. R1: Fortificado a 0,010µgmL-1. 
 
Diclorvos Interanalista Interdías 
Repetibilidad P.Intermedia 
Ho: C (k=4, n=3, α=0,05) 0.746 Fmáx (k=4, n=5, α=0,05) 20.6 
%R 
Típico 
92.78 
UCEN Analista 1 
Analist
a Día 
2 
Día 
3 
 S2i=S
2
j S2máx/S2 i 0.714 S
2
máx/S
2
min 13.05 SR 7.92 
Nive Matri i ii iii iv v 2 Pr SD RSD Pr SD RSD S2i (Ho) Homogeneo (Ho) Homogeneo Dispersión 
N1 P 103 89.8 94.5 85.6 97.2 88.44 92.6 69.9 94 6.79 7.22 90.1 9.85 10.9 46.16 S^2 máx S^2 máx Horwitz N1 N6 
N2 G 101 95.3 97.8 97.9 100 80.58 89.4 78.9 98.4 2.11 2.15 92.6 8.68 9.37 4.46 46.15712274 46.15712274 [ug/kg] 1E-08 2E-07 
N4 B 88.8 95.2 94.6 93.8 88.5 87.35 89.6 99.9 92.2 3.25 3.52 92.2 4.35 4.71 10.54 SS^2 i S^2 min PRSD 31.991 20.381 
N6 T 88.3 84.6 86.7     75.584 83.5 92.5 86.5 1.88 2.17 85.2 5.68 6.67 3.54 64.68835815 3.536746764 HORRAT 0.2475 0.3885 
P: Pitatya, G: Granadilla, B: Banano, T: tomate de árbol, Pr: Promedio % Recuperación, Ho: Hipótesis nula de homogeneidad de varianzas, C: Estadístico C Cochran , Fmáx: Estadístico Fmáx (Hartley), 
k: #grupos, n:# repeticiones, PRSD: Predicción de la RSD según ecuación de Horwitz. HORRAT: Evaluador de la dispersión en condiciones de reproducibilidad (concentración y matriz) 
 
Horwitz: PRSD = 2*C-0,1505; C: Concentración en [ug/kg]; HORRAT= SR/PRSD, HORRAT<2 Dentro de límites aceptables 
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Anexo 23. Selectividad y límite de cuantificación para clorpirifos en matriz de arroz  
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Anexo 24. Estimación y confirmación de límites críticos para ambas metodologías de análisis. 
 
tr: tiempo de retención, LOQE: Límite de cuantificación estimado, LODE: límite de detección estimado, Rta: Señal (cuentas), S/N: Relación Señal/Ruido, LOQ: Límite de cuantificación.  
§: Inyección de 0,03µgmL-1, *:Señales bien diferenciadas del ruido a pesar de tener S/N<3, **: Señales que no pueden diferenciarse del ruido a pesar de tener S/N>3. 
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tr: tiempo de retención, LOQE: Límite de cuantificación estimado, LODE: límite de detección estimado, Rta: Señal (cuentas), S/N: Relación Señal/Ruido, LOQ: Límite de cuantificación.  
§: Inyección de 3ngmL-1, *:Señales bien diferenciadas del ruido a pesar de tener S/N<3, **: Señales que no pueden diferenciarse del ruido a pesar de tener S/N>3. 
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Anexo 25. Curvas de calibración del estudio en la validación de las metodologías ACEN y UCEN.  
Compuesto Método 
Ecuación de la Recta  
Pruebas de hipótesis para linealidad 
Comparación de medias ANOVA  
a Sa b Sb r a=0 t c b=0 t c NEXY t c NRXY Fc ND Fc 
Diclorvos 
  ACEN -0.0017 6.6E-04 0.526 6.7E-03 0.999 S -2.5706 S 78.4729 S 78.4729 S 6157.99 S 10.1116 
  UCEN -0.0075 2.0E-03 0.72 2.0E-02 0.994 S -3.809 S 35.9127 S 35.9127 S 1289.72 S 6.41348 
Carbofuran 7F 
  ACEN -0.0058 1.9E-03 1.90 1.9E-02 0.999 S -3.1034 S 100.632 S 100.632 S 10126.9 NS 1.21607 
  UCEN 0.003 1.2E-03 1.71 1.2E-02 1.000 S 2.78774 S 146.647 S 146.647 S 21505.3 S 9.82998 
Carbofuran 7F3OH 
  ACEN -0.0014 6.0E-03 9.94 6.0E-02 1.000 NS -0.2299 S 164.391 S 164.391 S 27024.4 S 4.02998 
  UCEN -0.0071 4.6E-03 9.67 4.6E-02 1.000 NS -1.5657 S 209.492 S 209.492 S 43886.9 NS 1.3589 
Heptenofos 
  ACEN -0.0014 2.5E-04 0.335 2.5E-03 1.000 S -5.7877 S 132.736 S 132.736 S 17618.7 S 28.3958 
  UCEN -0.0025 6.2E-04 0.357 6.2E-03 0.998 S -4.0981 S 57.1217 S 57.1217 S 3262.89 NS 2.65082 
a HCH 
  ACEN -0.0067 2.2E-03 1.75 2.2E-02 0.999 S -3.0553 S 78.7534 S 78.7534 S 6202.1 S 11.1827 
  UCEN -0.0075 4.4E-03 2.01 4.4E-02 0.996 NS -1.7042 S 45.2311 S 45.2311 S 2045.85 NS 0.47982 
HCB 
  ACEN -0.032 9.1E-03 6.92 9.2E-02 0.999 S -3.5704 S 75.1992 S 75.1992 S 5654.92 S 40.1835 
  UCEN -0.04 1.7E-02 7.2 1.7E-01 0.995 NS -2.0666 S 41.2446 S 41.2446 S 1701.12 NS 0.77011 
Carbofuran  
  ACEN -0.0158 3.2E-03 3.16 3.3E-02 0.999 S -4.8988 S 96.6555 S 96.6555 S 9342.29 S 13.7982 
  UCEN -0.0222 4.9E-03 3.23 5.0E-02 0.998 S -4.4981 S 64.4924 S 64.4924 S 4159.28 S 7.26281 
b HCH 
  ACEN -0.0048 1.1E-03 1.14 1.1E-02 0.999 S -4.3142 S 101.86 S 101.86 S 10375.4 S 32.5685 
  UCEN -0.0032 8.3E-04 1.196 8.4E-03 1.000 S -3.9163 S 142.45 S 142.45 S 20292.1 NS 2.69227 
g HCH  
  ACEN -0.0042 8.9E-04 0.861 9.0E-03 0.999 S -4.6785 S 95.5714 S 95.5714 S 9133.89 S 10.2263 
  UCEN -0.0063 2.4E-03 0.98 2.4E-02 0.995 S -2.6266 S 40.6006 S 40.6006 S 1648.41 NS 1.54665 
Pirimetanil 
  ACEN -0.06 1.5E-02 16.6 1.5E-01 0.999 S -3.8428 S 109.62 S 109.62 S 12016.6 S 13.9942 
  UCEN 0.00067 1.4E-02 15.4 1.4E-01 0.999 NS 0.0493 S 112.864 S 112.864 S 12738.4 S 3.65294 
Diazinon 
  ACEN -0.0112 2.0E-03 2.49 2.0E-02 0.999 S -5.5812 S 122.365 S 122.365 S 14973.2 S 23.9144 
  UCEN -0.0093 2.4E-03 2.50 2.5E-02 0.999 S -3.8447 S 101.726 S 101.726 S 10348.2 S 5.87282 
Clorotalonil 
  ACEN -0.0052 1.9E-03 1.27 1.9E-02 0.998 S -2.7958 S 67.1584 S 67.1584 S 4510.24 NS 2.23939 
  UCEN -0.021 5.4E-03 1.55 5.5E-02 0.990 S -3.8592 S 28.0782 S 28.0782 S 788.388 NS 2.03578 
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m paration 
  ACEN -0.0055 1.0E-03 0.70 1.0E-02 0.998 S -5.3323 S 67.4725 S 67.4725 S 4552.54 S 6.64336 
  UCEN 0.001 2.4E-03 0.86 2.4E-02 0.994 NS 0.52156 S 35.6289 S 35.6289 S 1269.42 S 3.56482 
Alaclor 
  ACEN -0.0111 2.4E-03 2.63 2.4E-02 0.999 S -4.7033 S 109.554 S 109.554 S 12002.1 NS 2.9049 
  UCEN -0.0014 6.7E-04 0.638 6.7E-03 0.999 NS -2.0284 S 94.5874 S 94.5874 S 8946.78 S 7.53991 
Metalaxil 
  ACEN -0.0059 1.1E-03 1.40 1.1E-02 0.999 S -5.1968 S 121.401 S 121.401 S 14738.3 S 18.7917 
  UCEN -0.0052 1.0E-03 1.39 1.0E-02 1.000 S -5.2356 S 136.941 S 136.941 S 18752.8 S 87.4442 
Fenitrotion 
  ACEN -0.0065 1.2E-03 0.86 1.2E-02 0.998 S -5.5234 S 71.8498 S 71.8498 S 5162.39 S 10.7173 
  UCEN -0.0119 2.3E-03 1.04 2.3E-02 0.996 S -5.165 S 44.4672 S 44.4672 S 1977.33 S 5.62964 
Diclofuanid 
  ACEN -0.010 2.4E-03 0.60 2.5E-02 0.987 S -4.1375 S 24.4073 S 24.4073 S 595.719 S 63.0983 
  UCEN -0.0115 2.9E-03 0.65 3.0E-02 0.984 S -3.9504 S 21.9968 S 21.9968 S 483.858 S 50.4646 
Malation 
  ACEN -0.010 1.8E-03 1.93 1.8E-02 0.999 S -5.686 S 104.58 S 104.58 S 10936.9 S 35.8554 
  UCEN -0.0112 2.6E-03 1.98 2.6E-02 0.999 S -4.2952 S 74.9379 S 74.9379 S 5615.7 S 10.0092 
Fention 
  ACEN 0.109 5.1E-03 5.14 5.1E-02 0.999 S 21.4198 S 100.063 S 100.063 S 10012.6 S 23.2196 
  UCEN 0.100 4.3E-03 4.92 4.3E-02 0.999 S 23.431 S 113.951 S 113.951 S 12984.9 NS 0.60177 
Clorpirifos 
  ACEN 4.5E-05 1.5E-03 1.74 1.5E-02 0.999 NS 0.0309 S 118.059 S 118.059 S 13937.9 S 126.267 
  UCEN -0.0076 2.3E-03 1.70 2.3E-02 0.999 S -3.3332 S 73.6525 S 73.6525 S 5424.69 S 6.60766 
Triadimefon 
  ACEN -0.014 2.3E-03 2.49 2.4E-02 0.999 S -5.9395 S 104.59 S 104.59 S 10939.1 S 29.4898 
  UCEN -0.010 2.3E-03 2.46 2.4E-02 0.999 S -4.4496 S 104.71 S 104.71 S 10964.2 S 3.97304 
PCB 103 
  ACEN -0.0463 9.9E-03 6.6 1.0E-01 0.998 S -4.6773 S 66.192 S 66.192 S 4381.38 S 171.476 
  UCEN -0.04 1.0E-02 6.4 1.0E-01 0.998 S -3.8892 S 62.1585 S 62.1585 S 3863.68 S 96.3097 
Isofenfos 
* ACEN -0.0161 2.0E-03 2.38 1.9E-02 1.000 S -7.9604 S 127.13 S 127.13 S 16162.1 NS 3.08657 
  UCEN -0.010 3.0E-03 4.39 3.0E-02 1.000 S -3.323 S 144.309 S 144.309 S 20825.2 S 28.4809 
Fentoato 
  ACEN -0.0107 2.0E-03 2.56 2.1E-02 0.999 S -5.2567 S 124.408 S 124.408 S 15477.3 S 28.8826 
  UCEN -0.010 2.7E-03 2.53 2.7E-02 0.999 S -3.6274 S 92.8526 S 92.8526 S 8621.61 NS 1.41235 
Endosulfan a  
  ACEN -1E-04 9.9E-05 0.109 1.0E-03 0.999 NS -1.047 S 108.564 S 108.564 S 11786.1 S 5.88785 
  UCEN -3E-04 1.0E-04 0.075 1.0E-03 0.998 S -3.0372 S 71.8048 S 71.8048 S 5155.93 NS 0.86398 
Fenamifos 
  ACEN 0.02742 7.2E-03 1.33 7.3E-02 0.977 S 3.82053 S 18.2728 S 18.2728 S 333.895 S 10.6175 
  UCEN -0.0293 6.8E-03 3.14 6.9E-02 0.996 S -4.3251 S 45.6937 S 45.6937 S 2087.92 NS 3.01753 
Hexaconazol * ACEN -0.0161 2.4E-03 2.38 2.2E-02 1.000 S -7.9604 S 127.13 S 127.13 S 16162.1 NS 3.08657 
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  UCEN -0.0307 6.2E-03 3.14 6.3E-02 0.997 S -4.9352 S 49.8343 S 49.8343 S 2483.45 S 6.17569 
Profenofos 
  ACEN -0.0013 4.8E-04 0.572 4.9E-03 0.999 S -2.7736 S 117.219 S 117.219 S 13740.2 S 3.32189 
  UCEN -0.0042 1.1E-03 0.66 1.2E-02 0.998 S -3.7244 S 56.7424 S 56.7424 S 3219.7 NS 1.33705 
4,4*-DDE 
  ACEN -0.0063 3.1E-03 3.46 3.2E-02 0.999 NS -2.0308 S 109.544 S 109.544 S 11999.9 NS 2.44279 
  UCEN -0.0029 4.7E-03 3.34 4.7E-02 0.998 NS -0.6122 S 70.409 S 70.409 S 4957.42 NS 0.55267 
Dieldrin 
  ACEN -0.0020 5.1E-04 0.633 5.2E-03 0.999 S -3.9659 S 122.895 S 122.895 S 15103.2 S 17.1047 
  UCEN -0.0019 6.3E-03 0.6887 6.2E-04 0.999 S -3.0926 S 110.158 S 110.158 S 12134.7 S 10.7172 
Ciproconazol 
  ACEN -0.0186 3.6E-03 3.65 3.6E-02 0.999 S -5.2087 S 100.847 S 100.847 S 10170.2 S 11.9862 
  UCEN -0.0251 4.2E-03 4.27 4.2E-02 0.999 S -6.0196 S 100.893 S 100.893 S 10179.4 S 5.81282 
Endosulfan b 
  ACEN -5E-04 7.5E-05 0.11184 7.6E-04 1.000 S -6.4206 S 147.915 S 147.915 S 21878.9 S 19.3177 
  UCEN -8E-04 1.9E-04 0.111 1.9E-03 0.998 S -4.4553 S 57.3678 S 57.3678 S 3291.06 NS 2.03072 
4,4*-DDD 
  ACEN -0.026 5.7E-03 7.19 5.8E-02 0.999 S -4.5252 S 123.472 S 123.472 S 15245.2 S 19.8843 
  UCEN -0.027 5.6E-03 7.10 5.7E-02 0.999 S -4.7811 S 123.946 S 123.946 S 15362.6 S 4.92363 
Propiconazol i 
* ACEN -0.0091 1.1E-03 1.180 9.9E-03 1.000 S -8.5124 S 119.482 S 119.482 S 14276 NS 2.99127 
  UCEN "-*-" "-*-" "-*-" "-*-" "-*-" "-*-" "-*-" "-*-" "-*-" "-*-" "-*-" "-*-" "-*-" "-*-" "-*-" 
4,4*-DDT 
  ACEN -0.006 1.2E-03 0.67 1.2E-02 0.998 S -5.2232 S 57.2789 S 57.2789 S 3280.88 S 3.45016 
  UCEN -0.0037 1.9E-03 1.85 2.0E-02 0.999 NS -1.9079 S 93.9169 S 93.9169 S 8820.39 S 5.49103 
Propiconazol ii 
* ACEN -0.011 2.3E-03 2.50 2.1E-02 1.000 S -4.7539 S 116.711 S 116.711 S 13621.4 S 3.85582 
* UCEN -0.0228 2.3E-03 2.10 2.2E-02 0.999 S -9.7379 S 96.7601 S 96.7601 S 9362.52 NS 0.45065 
Tebuconazol 
* ACEN -0.0093 4.5E-03 1.77 4.1E-02 0.996 NS -2.0913 S 42.8652 S 42.8652 S 1837.43 NS 1.52554 
* UCEN -0.0107 1.3E-03 0.69 1.2E-02 0.998 S -7.9703 S 55.3778 S 55.3778 S 3066.7 NS 1.05675 
Epoxiconazol 
* ACEN -0.011 2.3E-03 1.66 2.1E-02 0.999 S -4.8577 S 78.9066 S 78.9066 S 6226.26 NS 1.68474 
* UCEN -0.0043 1.3E-03 0.39 1.2E-02 0.994 S -3.3887 S 33.3523 S 33.3523 S 1112.38 NS 0.32683 
Iprodion 
  ACEN -0.0041 8.2E-04 0.518 8.3E-03 0.998 S -4.9865 S 62.0544 S 62.0544 S 3850.75 S 16.9025 
  UCEN -0.0036 1.1E-03 0.82 1.1E-02 0.999 S -3.2511 S 73.4772 S 73.4772 S 5398.9 NS 1.4179 
Tetradifon 
  ACEN 0.00043 6.5E-04 0.698 6.6E-03 0.999 NS 0.66617 S 105.867 S 105.867 S 11207.8 NS 2.8095 
  UCEN -0.028 5.4E-03 2.21 5.5E-02 0.995 S -5.15 S 40.2259 S 40.2259 S 1618.12 S 3.2761 
L-cihalotrina   ACEN -0.0146 2.7E-03 2.04 2.7E-02 0.999 S -5.4737 S 75.6228 S 75.6228 S 5718.81 S 7.7033 
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  UCEN -0.0043 1.3E-03 0.47 1.3E-02 0.994 S -3.3965 S 36.9095 S 36.9095 S 1362.31 NS 1.17026 
Pirazofos 
  ACEN 0.00063 1.7E-03 1.43 1.7E-02 0.999 NS 0.37129 S 83.5155 S 83.5155 S 6974.84 NS 2.18473 
  UCEN -0.0023 3.6E-04 0.373 3.7E-03 0.999 S -6.2433 S 101.028 S 101.028 S 10206.6 NS 2.29535 
Permetrina ii 
  ACEN -0.004 1.2E-03 2.27 1.2E-02 1.000 S -3.3267 S 185.083 S 185.083 S 34255.7 NS 1.34763 
* UCEN -0.0043 1.4E-03 0.39 1.3E-02 0.994 S -3.3887 S 33.3523 S 33.3523 S 1112.38 NS 0.32683 
Ciflutrina 
* ACEN -0.0047 7.3E-04 0.390 6.7E-03 0.998 S -6.4186 S 57.7583 S 57.7583 S 3336.02 NS 0.90294 
* UCEN -0.0052 7.2E-04 0.319 6.6E-03 0.997 S -7.2267 S 48.1846 S 48.1846 S 2321.76 NS 0.17031 
Cipermetrina 
* ACEN -0.0026 8.2E-04 0.722 7.6E-03 0.999 S -3.1047 S 94.5786 S 94.5786 S 8945.11 NS 0.73616 
* UCEN -0.0245 5.0E-03 1.37 4.6E-02 0.993 S -4.9374 S 29.9275 S 29.9275 S 895.656 NS 0.27297 
Difenoconazol 
* ACEN 0.0002 3.4E-03 0.62 3.1E-02 0.984 NS 0.07177 S 19.7757 S 19.7757 S 391.077 S 6.39721 
* UCEN -0.0043 9.9E-04 0.230 9.1E-03 0.990 S -4.3535 S 25.1055 S 25.1055 S 630.286 NS 0.30407 
Deltametrina 
* ACEN -0.0010 2.5E-04 0.120 2.3E-03 0.998 S -3.9882 S 51.2072 S 51.2072 S 2622.17 NS 2.06096 
* UCEN -0.0388 9.6E-03 2.32 8.9E-02 0.991 S -4.0226 S 26.011 S 26.011 S 676.572 NS 0.30463 
Azoxistrobin 
  ACEN 0.00905 5.8E-03 0.67 5.9E-02 0.943 NS 1.55569 S 11.3743 S 11.3743 S 129.374 S 7.85911 
  UCEN -0.0142 4.0E-03 1.15 4.0E-02 0.990 S -3.5895 S 28.5846 S 28.5846 S 817.077 NS 1.35013 
Dimetomorf i 
* ACEN -0.0161 3.4E-03 2.38 3.1E-02 1.000 S -7.9604 S 127.13 S 127.13 S 16162.1 NS 3.08657 
  UCEN -0.0056 1.7E-03 0.49 1.7E-02 0.990 S -3.3364 S 28.5732 S 28.5732 S 816.425 NS 1.56875 
a: intercepto, b: pendiente, S(a/b): desviación asociada, r: coeficiente de correlación, t: estadístico t-student, tc: estimador t-student, NEXY: Ho3, NRXY:Ho4, ND:Ho5, Fc: estimador F. 
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Anexo 26. Evaluación de la exactitud y precisión para la metodología ACEN a diferentes niveles de concentración. 
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